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1 UVOD 
 
Aspergillus fumigatus je najpogostejša vrsta rodu Aspergillus, ki povzroča bolezni pri ljudeh. 
Poleg kroničnih in alergijskih oblik bolezni pri imunsko močno oslabelih osebah povzroča 
izjemno hudo potekajočo invazivno aspergilozo, ki jo spremlja visoka smrtnost (van de 
Veerdonk in sod., 2017).  
 
Imunska pomanjkljivost je glavni dejavnik, ki omogoča nastanek invazivne aspergiloze. 
Največje tveganje za nastanek te bolezni imajo bolniki s hematoonkološkimi boleznimi, med 
katerimi so najbolj ogroženi bolniki z akutno mieloično levkemijo in bolniki, ki se zdravijo 
s presaditvijo krvotvornih matičnih celic. Poleg teh pa imajo večje tveganje za nastanek 
invazivne aspergiloze tudi drugi bolniki z rakavo boleznijo. Kemoterapija uničuje celice 
raka, kot tudi ostale hitro rastoče celice, npr. nevtrofilce, ki imajo pomembno vlogo pri 
zaščiti gostitelja pred invazivno aspergilozo. Pri pomanjkanju nevtrofilcev pride do 
pomanjkljivega čiščenja vdihanih konidijev A. fumigatus iz pljuč. Število bolnikov, ki 
prejemajo imunosupresivno terapijo za zdravljenje avtoimunskih bolezni se povečuje, kar 
tudi prispeva k večji incidenci aspergiloze (van de Veerdonk in sod., 2017). Kljub 
preventivnim ukrepom, kot so osamitev bolnika in profilaktična protiglivna terapija, ostaja 
aspergiloza velik problem. Invazivna aspergiloza je povezana z izredno visoko stopnjo 
smrtnosti (30-95 %) (Brown in sod., 2012). Poleg invazivne oblike lahko aspergili 
povzročajo tudi alergijske bolezni, ki se kažejo v obliki astme s preobčutljivostjo za glivne 
antigene (SAFS, ang. Severe asthma with fungal sensitisation) ali hudo alergijsko 
bronhopulmonalno aspergilozo (ABPA) ter druge oblike preobčutljivostnih reakcij (van de 
Veerdonk in sod., 2017). Bolniki s cistično fibrozo imajo dihalne poti pogostokrat 
kolonizirane s konidiji Aspergillus spp. ali pa se pri njih pojavi kakšna od preobčutljivostnih 
reakcij na glivne antigene.  
 
Do okužbe pride z vdihavanjem konidijev iz bolnikovega okolja, bodisi domačega ali 
bolnišničnega. Zdravljenje invazivne aspergiloze temelji na antimikotikih iz skupine azolov, 
ki se uporabljajo tudi v fitomedicini. V zadnjem desetletju so se začeli pojavljati proti azolom 
odporni sevi A. fumigatus (Vermeulen in sod., 2013). O odpornih izolatih A. fumigatus so 
poročali predvsem iz evropskih držav. Največ poročil prihaja iz Nizozemske, Velike 
Britanije, Nemčije in drugih evropskih držav. Najpogostejša mutacija na evropskem 
območju je TR34/L98H v promotorski regiji gena cyp51A, ki kodira lanosterol-14α-
demetilazo (encim biosintezne poti ergoterola, ki gradi celično membrano). V prevalenčno 
raziskavo v katero je bilo vključenih 19 evropskih držav, so o odpornih izolatih poročali iz 
11 držav (van der Linden in sod, 2015). V ZDA so o odpornih izolatih prvič poročali leta 
2008 (Wiederhold in sod., 2016). Odporne izolate so našli tudi v Avstraliji in na Kitajskem. 
Na Japonskem je bila prevalenca odpornosti visoka, našli so več vrst mutacij, med njimi tudi 
točkovne mutacije. V Indiji je bila prevalenca med kliničnimi izolati nizka (Hagiwara in 
sod., 2016). 
Škrabanja K. Ugotavljanje… izolatov plesni A. fumigatus… kompostnikih hortikulturnih… kmetij. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
2 
Glede na to, da so jih dokazali tudi pri bolnikih, ki sicer niso prejemali protiglivnega 
zdravljenja, menijo, da je eden od najpomembnejših krivcev za nastanek odpornosti v naravi 
široka uporaba azolov v kmetijstvu. Uporaba fitofarmacevtskih pripravkov, ki temeljijo na 
azolih v kmetijstvu in hortikulturi predstavlja glavni razlog pojavljanja izolatov A. fumigatus 
odpornih proti azolom v humani medicini. Aspergiloza povzročena s proti azolom odpornimi 
izolati je težja za zdravljenje in je povezana z višjo smrtnostjo. Odkrivanje virov proti 
azolom odpornih izolatov in opredelitev prevalence le-teh ima pomembno vlogo pri izbiri 
antimikotika za izkustveno zdravljenje aspergiloze (Vermeulen in sod., 2013).  
 
1.1. NAMEN NALOGE IN HIPOTEZE 
 
Cilji magistrske naloge so opredeliti prevalenco proti azolom odpornih izolatov A. fumigatus 
na področjih ekoloških kmetij in v nasadih okrasnih rastlin na območju Slovenije, saj je 
hipotetično gledano tam več možnosti za prisotnost sevov A. fumigatus, odpornih proti 
azolom.  
 
Delovne hipoteze:  
 
 V okolju se nahajajo sevi A. fumigatus, ki so odporni proti azolom.  
 
 Delež sevov odpornih proti azolom je večji na območjih z intenzivno rabo agrarnih 
fungicidov, katerih sestava temelji na azolih (hortikulturni nasadi). 
 
 Delež sevov odpornih proti azolom je nizek oz. zanemarljiv na območjih ekološkega 
kmetovanja. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 GLAVNE ZNAČILNOSTI Aspergillus fumigatus 
 
Aspergillus fumigatus je filamentozna gliva, ki lahko povzroči življenjsko ogrožujoče 
bolezni pri imunsko oslabljenih posameznikih (van de Veerdonk in sod., 2017). Njena 
ekološka niša je zemlja, kjer ima ključno vlogo pri kroženju ogljika in dušika iz razpadle 
organske biomase (Lindahl in Wardle, 2014). Interakcije med A. fumigatus in okoljem v 
gostitelju so zapletene. Imunski sistem gostitelja mora za preprečevanje invazije tkiva 
prepoznati različne morfološke oblike A. fumigatus. Gliva potrebuje hranila in se mora 
prilagoditi sovražnemu okolju, tako da se izogne imunskemu odzivu gostitelja. Razumevanje 
teh interakcij je nujno za popolno razumevanje patogeneze aspergiloze in za oblikovanje 
novih terapevtskih sredstev za premagovanje obolevnosti in smrtnosti, ki jo povzroča A. 
fumigatus (van de Veerdonk in sod., 2017).  
 
Vrsta je bila prvič opisana leta 1863. Opisal jo je Johann Baptist Georg Wolfgang Fresenius. 
Opisal je vse pomembne morfološke značilnosti te glive (Schmidt in sod., 1999).  
 
Aspergillus fumigatus taksonomsko uvrščamo med evkarionte, v kraljestvo gliv. Spada v 
deblo Ascomycota, poddeblo Pezizomycotina, razred Eurotiomycetes, podrazred 
Eurotiomycetidae, red Eurotiales, družino Aspergillaceae in v rod Aspergillus (Kendrick, 
2017). V zadnjem desetletju so z molekularnimi taksonosmimi študijami definirali znotraj 
rodu osem podrodov, ki so razdeljeni v oddelke. Najpomembnejši oddelki ali »species 
kompleksi« so: Fumigati, Flavi, Nidulans in Terri. Določene vrste teh kompleksov imajo 
edinstvene lastnosti, kot je večja odpornost proti določenim protiglivnim zdravilom 
(Houbraken in sod., 2014). Kompleks vrst Aspergillus fumigatus vključuje več kot 50 
različnih vrst. Nekatere od njih so naravno odporne proti enemu ali več antimikotikov 
(Arendrup, 2013; Samson in sod., 2007). 
 
Plesen A. fumigatus dobro uspeva na Sabouraudovem gojišču (SABA) (Samson, 1999). 
Gojišče SABA se uporablja predvsem za izolacijo medicinsko pomembnih gliv. Osnovne 
sestavine gojišča so pepton, glukoza in agar. Pepton vsebuje encimske ostanke kazeina in 
drugih živalskih tkiv. Pepton ima zato funkcijo zagotavljanja aminokislin in organskega 
dušika. Glukoza je ogljikov hidrat in v gojišču predstavlja vir energije ter ogljika. Ponavadi 
se temu gojišču dodaja antibiotike, kot sta kloramfenikol in tetraciklin, da zavrejo rast 
istočasno prisotnim bakterijam iz kužnin (Rijal, 2015).  
 
Plesen A. fumigatus prepoznamo po makro in mikroskopskih značilnostih. Na Czapek Dox 
agarju tvori sploščene, prašnate kolonije s premerom od 3 do 5 cm. Obarvane so zeleno ali 
modro-zeleno, okrog njih pa je viden bel rob. Hife so brezbarvne in septirane. Konidiofori 
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imajo gladko površino ter so brezbarvni ali zelene barve ter krajši od 300 µm. Vezikule so 
hruškaste oblike premera od 20 do 30 µm. Uniseratno nameščene fialide zasedajo prostor na 
zgornjih 2/3 vezikul in so zelene barve. Iz njih izraščajo od 2 do 3,5 µm veliki okrogli, gladki 
hidrofobni konidiji. Reverz je brezbarven do bež barve (Samson, 1999).  
 
Optimalna temperatura rasti je med 28 in 37 °C, vendar ima sposobnost rasti tudi pri 55 °C 
in pri zmanjšanem parcialnem tlaku kisika. Spore preživijo do 70 °C (Raper in Fennell, 
1965). 
 
Kolonije A. fumigatus imajo puhasto površino, so sivo-zeleno obarvane, vendar barva lahko 
malce variira. Glave konidioforov (vezikli) so kompaktne. Fialide so nameščene na zgornji 
tretjini apikalnega dela. Morfološko lahko A. fumigatus nekoliko variira. Konidiji imajo 
lahko hrapavo ali gladko površino ter so elipsaste do okrogle oblike. Aski vsebujejo 8 
askospor in so nameščeni znotraj kleistotecija (askokarpa oz. plodišča). Askospore so 
enocelične in ovalne oblike. Spolne (telomorfne) oblike so izjemno redke (Samson, 1999). 
 
Za A. fumigatus so dolgo veljale hipoteze, da se razmnožuje izključno nespolno (s pomočjo 
haploidnih konidijev). S sekvenciranjem genoma so ugotovili, da ima gliva zapis za gene, ki 
so potrebni za spolno razmnoževanje. Odkrili so, da je gliva v naravi prisotna v dveh 
idiomorfih (MAT1-1 in MAT1-2). O’Gorman (2009) je s svojimi sodelavci prvi uspel 
dokazati, da je A. fumigatus sposoben spolnega razmnoževanja. Pri tem se razvije kleistotecij 
z askosporami. Kleistotecij je svetlorumene barve in meri od 150 do 500 µm. Vzdolž 
združitve hif lahko nastane posamičen kleistotecij, ki se lahko združi v skupino do petih 
kleistotecijev. V njih je večje število askospor. Te so lečaste oblike z dvema obročema v 
ekvatorialnem delu. Njihov premer je od 4 do 5 µm.  Telomorfa oblika glive je bila 
poimenovana Neosartorya fumigata (Oʼ Gorman in sod., 2009). 
 
Genomske analize A. fumigatus so pokazale, da so encimi, ki jih izločajo te glive genetsko 
bolj povezani z encimi gliv, ki razgrajujejo tkiva rastlin, kot pa gliv, ki razgrajujeo živalska 
tkiva. A. fumigatus proizvaja veliko različnih hidrolitičnih encimov, kot sta na primer 
ksilanaza in celulaza, ki sta ključna za razgradnjo rastlinskih tkiv (Tekaia in Latge, 2005).  
Plesen A. fumigatus proizvaja tudi različne proteaze (serinske, asparaginske,…), ki 
razgrajujejo tudi živalska tkiva (van de Veerdonk in sod., 2017). 
 
2.1.1 Nespolno razmnoževanje  
 
Pri pomanjkanju hranil začne A. fumigatus tvoriti konidije (nespolne spore) na 
specializiranih strukturah, imenovanih konidiofori. Konidiofori zaporedno proizvajajo 
konidije na za Aspergillus značilnih apikalnih zadebelitvah – veziklih, kjer tvorijo konidjske 
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glavice. Razširjanje konidijev A. fumigatus je v okolju zelo učinkovito v primerjavi z 
drugimi vrstami rodu Aspergillus, ker so konidiji A. fumigatus veliko bolj hidrofobni kot 
konidiji, ki jih proizvajajo druge vrste (Kwon-Chung in Sugui, 2013). Konidiji A. fumigatus 
so prevladujoče glivne komponente pri vzorčenju zraka v bolnišnicah (Hameed in sod., 
2004).  
 
Ocenjujejo, da ljudje vsak dan vdihnejo od 100 do 1000 konidijev. Nekateri od njih lahko 
dosežejo alveole v pljučih zaradi majhne velikosti (2-3 μm). Migetalčni epitelij spodnjih 
dihal in alveolarni makrofagi odstranjujejo vdihane konidije. Pri posameznikih, ki ne morejo 
očistiti vdihanih konidijev, ti ostanejo v pljučih in ob padcu imunske sposobnosti lahko 
povzročijo invazivno okužbo. Zdravo človeško telo ima temperaturo okrog 37 °C stopinj, 
kar je optimalna temperatura za rast Aspergillus spp. V 4-6 urah konidiji vzkalijo v kratke 
hife, znane kot kalilne cevke (Slika 1) (van de Veerdonk in sod., 2017). 
 
2.1.2 Spolno razmnoževanje   
 
Do nedavnega je bilo znano, da se A. fumigatus razmnožuje izključno nespolno. V letu 2009 
so križali dva seva z različnim MAT lokusom, in sicer AFB62 (MAT1-1), izoliran iz bolnika 
z invazivno aspergilozo, ter AFIR928 (MAT1-2), izoliran iz okolja, ter dobili izolat s 
spolnimi plodišči, kleistoteciji, ki so vsebovali več askov z askosporami (Oʼ Gorman in sod., 
2009).  
 
Pogoji za spolno razmnoževanje so zelo specifični in sicer pri temperaturi 30 °C na agarju z 
dodanimi ovsenimi kosmiči v prahu, po 3-6 mesečni inkubaciji v temi, v pogojih slabega 
zračenja. Čeprav askospor nikoli niso opazili v naravi, ena od hipotez govori o tem, da te 
omogočajo preživetje v neugodnih okoljskih razmerah; na primer v kompostih, v katerih je 
temperatura zaradi fermentacije zelo visoka (od 60 do 70 °C). Izjemno pomembna vloga 
askospor v življenjskem ciklu A. fumigatus je povečanje genske raznolikosti. V patogenezi 
bolezni ne sodelujejo, saj lahko kalijo samo po termični obdelavi s toplotnim šokom na 65 
°C. Takšnih razmer pa v človeškem telesu nikoli ne najdemo (Oʼ Gorman in sod., 2009).  
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                    Slika 1: Cikel življenjskega kroga A. fumigatus (van de Veerdonk in sod., 2017). 
 
2.1.3 Vegetativna rast 
 
Po kaljenju hif in rasti micelija gliva oblikuje kolonijo. Kolonija A. fumigatus je sestavljena 
iz septiranih večjedrnih celic. Sestava in struktura celične stene bistveno variirata in se 
razlikujeta med hifami, ki rastejo posamično ali znotraj biofilma (Slika 1). Struktura celične 
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stene vegetativne oblike filamentne glive se razlikuje od strukture celičnih sten konidija in 
konidioforov, ki so potrebni izključno za razširjanje (van de Veerdonk in sod., 2017).  
 
2.1.4 Celična stena  
 
Sestava celične stene se stalno spreminja s celičnim ciklom in odzivanjem na okoljske 
spremembe. Celična stena A. fumigatus je sestavljena iz alkalnega fibrilarnega ogrodja, ki 
ga sestavlja razvejan β-1,3-glukan, na katerega so kovalentno vezani hitin, galaktomanan in 
β-1,3-glukan/β-1,4-glukan. Fibrilarno ogrodje celične stene je zgrajeno iz α-1,3-glukana in 
polisaharidov, ki vsebujejo galaktozo, galaktomanan in galaktozaminogalaktan (GAG) 
(Latge in Beauvais, 2014). Površina konidijev ima hidrofobne lastnosti. V celični steni 
konidijev so α-1,3-glukan, barvilo melanin in RodA hidrofobin, ki tvorijo gosto plast. 
Celična stena hif se bistveno razlikuje od celične stene konidijev v porazdelitvi ogljikovih 
hidratov. Po kaljenju, gliva razkrije zunanji sloj melanina in hidrofobno plast, ter potem 
nadaljuje rast hife (Slika 1) (van de Veerdonk in sod., 2017).  
Vsebnost melanina v celični steni hif A. fumigatus je odvisna od okoljskih pogojev. Gen 
pksP, ki je bistven za biosintezo melanina, je bil izražen v hifah kalečih konidijev, ki so bili 
izolirani iz pljuč imunsko ogroženih miši, kar podpira hipotezo, da je melanin lahko 
pomemben dejavnik virulence pri aspergilozi (Langfelder in sod., 2001). 
Aspergillus fumigatus raste hitreje, če je biofilm sestavljen iz hif in vsebuje melanin in 
hidrofobine v zunajceličnem matriksu. Značilnost vegetativne rasti A. fumigatus in drugih 
gliv je tvorba kolonije, za katero je značilna večcelična struktura iz večplastnih hif, ki so 
med seboj "zlepljene" (Slika 1). Pri vseh okužbah z A. fumigatus, kot tudi v okolju na trdnem 
substratu, so hife v teh večplastnih glivnih strukturah vgrajene v zunajcelični matriks, ki ga 
sestavljajo galaktomanan, GAG, α-1,3-glukani, melanin in beljakovine, ki spodbujajo 
okužbo (van de Veerdonk in sod., 2017). 
Struktura celične stene se spreminja, da se zoperstavi zunanjim negativnim stresom. Na 
primer spojine, ki preidejo skozi celično steno, kot so protiglivna zdravila, bodo aktivirala 
pot integritete celične stene (ang. cell wall integrity, CWI), ki je odvisna od proteina, ki ga 
aktivira mitogen aktivatorski protein kinaza (MAPK) in ki predstavlja jedro te 
signalizacijske poti, podobno kot pri drugih glivah. CWI pot ima pomembno vlogo pri 
vzdrževanju celičnih sten in opredeljevanju odzivov na stres in pri energijski porabi v 
celičnih procesih, ki so potrebni za rast in razvoj. Druga pomembna pot za preprečevanje 
protiglivnega okoljskega stresa je pot visoko osmolarnostnega glicerola (ang. high 
osmolarity glicerol, HOG), ki zaznava nizek pH, reaktivne kisikove vrste (ang. reactive 
oxygen species, ROS), hipoksijo in protiglivne spojine. Aktivnost encimov celične stene in 
membrane uravnava s kalcijem posredovana signalizacija, zlasti pri odgovoru na protiglivna 
zdravila, ki imajo tarče v celični steni. To vključuje kalcij vezavni protein kalmodulin in 
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serin/treonin proteinsko fosfatazo kalcinevrin. Poleg tega so študije pokazale, da tarča 
rapamicinske signalne transdukcijske poti (ang. target of rapamycin, TOR) v bistvu povečuje 
učinek protiglivnega zdravila kaspofungina na A. fumigatus. Jasno je, da so medsebojni 
vplivi med TOR, CWI, HOG potmi ter kalcijeva signalizacija, organizirani v kompleksno in 
dinamično celično steno kot odziv na okolje in stres (Brown in Goldman, 2016). 
 
2.2 RAZŠIRJENOST A. fumigatus in vpliv na človeka 
 
Gliva A. fumigatus ima veliko sposobnost rasti in preživetja v širokem temperaturem 
razponu (od 25 °C do 60 °C). A. fumigatus je globalno razširjena gliva in jo je mogoče 
izolirati iz veliko okolij, vključno iz zraka, tal in razpadajoče vegetacije. A. fumigatus se v 
velikih količinah nahaja na obdelovalnih kmetijskih površinah, v rastlinjakih, ter je primarni 
prebivalec kompostnih kupov (Kwon-Chung in Sugui, 2013).  
Plesen Aspergillus fumigatus je ubikvitarno prisotna v okolju. Spore te plesni lahko najdemo 
v zemlji in v razpadajočih organskih ostankih snovi, kot so kompostni kupi. Tu plesen igra 
pomembno vlogo v kroženju ogljika in dušika. Najdemo jo tudi v skladiščih žit, na gnijoči 
zelenjavi, v vlažnih kleteh stanovanjskih hiš, v iztrebkih ptic in tam kjer potekajo kakršnakoli 
gradbena in vzdrževalna dela. Najdemo jo v zraku bolnišnic, v zraku domov za ostarele in 
tudi v hrani (suha hrana, konzervirana hrana z veliko sladkorja in soli, zelenjava vložena v 
kis), kljub temu da tam okolje za rast ni ugodno. Spore so sposobne preživeti v zelo različnih 
pogojih (temperatura do 70 °C in pri zmanjšanem parcialnem tlaku kisika) (Bennett in sod., 
2008). 
A. fumigatus sodeluje pri kroženju ogljika in dušika, ter se lahko prilagodi na številne 
organske spojine kot vir energije, zato ne kaže posebnih prehranskih zahtev. Vendar je za 
popolno razumevanje metabolizma potrebnih več raziskav A. fumigatus v določenih okoljih 
(van de Veerdonk in sod., 2017).  
Človek ni naravna okoljska niša za A. fumigatus. Mikrookolje na površini kolonizirane 
dihalne sluznice se močno razlikuje od tistega pri aspergilomu in je spet drugačno od 
mikrookolja v hipoksičnem nekrotičnem tkivu. Aspergili kolonizirajo dihalno sluznico 
človeka naključno, saj ta ne predstavlja optimalno okolje za njegovo rast in razmnoževanje. 
Majhnost konidijev aspegilom omogoča, da dosežejo alveole. Prva obrambna linija proti 
vsem okužbam dihalnih poti je fizična ovira in nespecifični mehanizem za čiščenje delcev 
iz pljuč, ki ga zagotavlja mukociliarna dvigalka. Ob padcu imunske sposobnosti organizma  
zataji predvsem fagocitozna aktivnost makrofagov in nevtrofilcev. Takrat se iz kolonizacije 
lahko razvije invazivna okužba. Pri tem se konidiji vežejo na laminin in fibrinogen ter se 
preoblikujejo v hife, ki so na fagocitozo manj občutljive. V okolico izločajo proteinaze in 
začno prodirati v globino. Invadirajo v krvne žile kar pozroči trombozo in posledično 
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nektrozo tkiva. V najhujšem primeru to vodi do hematogenega razsoja in razsejane okužbe. 
Razumevanje teh kompleksnih okolij je ključnega pomena za pojasnitev patogeneze in 
oblikovanje novih strategij zdravljenja, čeprav je zelo malo znanega o patobiologiji 
aspergilusnih okužb (van de Veerdonk in sod., 2017). 
V človeškem gostitelju lahko tkiva zagotavljajo organske spojine in bistvene, esencialne 
kovine. Vendar vse potrebne hranilne snovi niso enostavno dostopne za glivo. Prehranska 
imunost, ki izključuje A. fumigatus od bistvenih hranil, je ključni mehanizem gostiteljeve 
obrambe (Hartmann in sod., 2011).  
Za A. fumigatus so pljuča kot gojišče, ki mora biti degradirano, da sprosti hranila, ki 
omogočajo rast glive. A. fumigatus proizvaja veliko različnih hidrolitičnih encimov, ki v 
okolju razgrajujejo makromolekule na manjše enote, ki jih je mogoče uporabiti v 
metabolizmu. Obseg proteaz, ki jih proizvaja A. fumigatus (serinske proteaze, 
metaloproteinaze asparaginske proteaze) omogočajo rast gliv v veliko različnih okoljih. 
Široka biološka specifičnost teh proteaz in encimov verjetno omogoča pridobivanje hranil v 
človeškem gostitelju (van de Veerdonk in sod., 2017). 
 
2.2.1 Prilagajanje na gostiteljevo okolje  
 
Mehanizmi, s katerimi se A. fumigatus lahko izogne prirojenemu imunskemu sistemu so 
podobni procesom prilagajanja na okoljski stres. Molekula celične stene GAG, ki je prisotna 
v biofilmu A. fumigatus in se izloča med rastjo hif, je zelo imunomodulatorna. V človeških 
imunskih celicah lahko GAG spodbudi proizvodnjo proti vnetnega citokina IL-1Ra, ki 
nevtralizira IL-1 odvisne imunske odzive, kot je npr. indukcija zaščitnega TH17 celičnega 
odziva, ki je bistvenega pomena za uničevanje gliv (Slika 2) (Gresnigt in sod., 2014).  
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Slika 2: Aspergillus  fumigatus v gostitelju in izpostavljenost gostiteljskemu imunskemu sistemu (van de 
Veerdonk in sod., 2017). 
 
Aspergillus fumigatus citokinov v svojem naravnem okolju ne sreča, a se je vseeno sposoben 
vezati na človeške citokine ter spreminjati njihovo morfologijo, metabolizem in virulenco. 
A. fumigatus se lahko prilagodi na nizko razpoložljivost hranil v gostitelju in je sposoben 
preživeti pod hipoksičnimi pogoji. Oprijemljivost A. fumigatus v gostiteljskih celicah in 
zunajcelični matriks je ključnega pomena za obstojnost v gostitelju. Konidiji se lahko 
oprimejo različnih struktur, kot so površinske molekule epitelijskih celic dihalnih poti in 
bazalne lamine, ki so lahko izpostavljene pri osebah z že obstoječo pljučno boleznijo (eden 
od dejavnikov tveganja za razvoj invazivne aspergiloze). Poleg uravnavanja odziva gostitelja 
je GAG potreben za oprijem na površine, vključno z gostiteljskimi celicami (Slika 2) (van 
de Veerdonk in sod., 2017).  
 
2.2.2 Recikliranje dušika  
 
Pridobivanje dušika je ključno v zgodnjih fazah okužbe, ker pride kasneje do pomanjkanja 
dušika zaradi zadrževanja dušika znotraj gostiteljskih celic, kar ustvari stresno okolje za 
Aspergillus spp. (McDonagh in sod., 2008).  
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2.2.3 Prilagajanje hipoksičnim pogojem 
 
Kisik je bistven za obvezne aerobe, kot je A. fumigatus. Kljub temu, med rastjo v kompostih 
ali v pljučih človeka A. fumigatus lahko naleti na nizko koncentracijo kisika. Vnetni odziv 
med okužbo prispeva k razvoju hipoksije z nekrozo pljučnega tkiva in obstrukcijo krvnih 
žil. Opazili so lokalno hipoksijo v pljučnem tkivu in vivo med okužbo z A. fumigatus, kar 
kaže na potrebno prilagoditev A. fumigatus na hipoksična okolja (Gresnigt in sod., 2016).  
Fitnes seva pri razmerah z nizko koncentracijo kisika je v korelaciji z virulentnostjo in rastjo 
v hipoksičnih pogojih, ter je povezan z glavnimi transkripcijskimi in presnovnimi 
spremembami, kot je biosinteza ergosterola, ki se lahko spreminja z razpoložljivostjo kisika. 
V stanju hipoksičnih pogojev ali omejitve železa, se izraža sterolni regulacijski element-
vezavni protein SrbA, kar je potrebno za optimalno biosintezo ergosterola in homeostazo 
železa in vivo. Neizražanje SrbA v A. fumigatus povzroči znatno zmanjšanje rasti in 
virulence in vivo. Glivna mitohondrijska elektronska prenašalna veriga in alkohol 
dehidrogenaza so prav tako bistvene komponente za prilagajanje na hipoksične razmere in 
za virulenco v gostitelju. Aspergillus spp. lahko prispeva k pljučni hipoksiji z zaviranjem 
angiogeneze s proizvodnjo gliotoksina, s čimer preprečuje neovaskularizacijo (rast novih 
krvnih žil) v poškodovanih tkivih (van de Veerdonk in sod., 2017). 
 
2.3 OBRAMBA GOSTITELJA PROTI A. fumigatus  
 
Celična stena A. fumigatus je bistvena za rast gliv in za obrambo pred okoljskim dejavnikom. 
Vsebuje molekularne vzorce (PAMP), ki jih prepoznajo sprejemni molekularni vzorci 
oziroma receptorji (PRR) na prirojenih imunskih celicah gostitelja. Takšni imunski odzivi 
rezultirajo v fagocitozi in ubijanju gliv ter v signalizaciji, ki uravnava epitelijsko obrambo 
gostitelja (van de Veerdonk in sod., 2017). 
 
2.3.1 PAMP in PRR  
 
Konidiji so večinoma zaščiteni pred imunskim prepoznavanjem. Med kalitvijo se pojavijo 
morfološke spremembe, ki povzročijo izpostavljenost molekul β-1,3-glukanov na površini 
konidijev. Ti delujejo kot PAMP in so prepoznavni za imunski sistem gostitelja. PRR 
receptorji na dendritičnih celicah gostitelja, prepoznavajo strukture z manozo. Druge družine 
PRR, ki so prisotne pri obrambi proti Aspergillus spp. vključujejo Toll-like receptorje (TLR), 
ki pospešujejo fagocitozo in Nod-like receptorje (NLP-je), ki prav tako aktivirajo imunske 
signalne poti proti A. fumigatus (van de Veerdonk in sod., 2017).  
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Pentraksin 3 (PTX3) je ključna molekula za gostitelja pri obrambi pred A. fumigatus. In vivo 
se PTX3 veže na konidije A. fumigatus in ureja prepoznavanje gliv (Garlanda in sod., 2002).  
Zato bi lahko zdravljenje z zdravili, ki vsebujejo molekule PTX3, bila možna dopolnitev 
terapije za zdravljenje invazivne aspergiloze. PTX3 opsonizira Aspergillus spp. in bi lahko 
bil ključni regulator opsonizacije (van de Veerdonk in sod., 2017).  
 
2.3.2 Drugi obrambni mehanizmi gostitelja 
 
Kompleks NADPH oksidaze proizvaja reaktivne kisikove spojine (ang. reactive oxygen 
species, ROS) v fagocitih in ureja več ključnih poti v obrambi gostitelja pred A. fumigatus. 
Bolniki, ki nimajo kompleksa NADPH oksidaze, so zelo dovzetni za invazivno aspergilozo. 
Sposobnost nevtrofilcev, da bi poškodovali hife, je odvisna od tega sistema (Gazendam in 
sod., 2015).  
NADPH oksidazni sistem prispeva k obrambi gostitelja proti Aspergillus spp. z dvema 
različnima mehanizmoma in sicer z nevtrofilsko poškodbo hif ter s fagocitozo, imenovano 
LAP. Bolniki s kronično granulomatozno boleznijo (ang. chronic granulomatose disease, 
CGD) imajo disfunkcionalni LAP ter pomanjkljivo aktivnost NADPH oksidaze 
(Oikonomou in sod., 2016).  
 
2.4 VIRULENCA 
 
V svojem naravnem okolju se A. fumigatus srečuje z mnogimi nevarnostmi. Lastnosti, ki jih 
je A. fumigatus pridobil v okolju, so osrednjega pomena za njegovo virulentnost pri ljudeh. 
Oportunistični patogeni iz okolja, kot je A. fumigatus, so tekom evolucije naleteli na številne 
mikroorganizme in gostitelje, še preden so povzročali okužbe pri ljudeh. Zemlja, ena od 
ekoloških niš Aspergillus spp., so zelo tekmovalno okolje za preživetje. Aspergillus spp. je 
v konkurenci z do 4000 prokariontskimi in evkariontskimi vrstami na gram zemlje. Obstaja 
izrazita konkurenca za hranila in nekateri mehanizmi, ki so se razvili v tem okolju, imajo 
tudi vlogo pri virulentnosti. Nedavne študije so pokazale, da so mehanizmi s katerimi se A. 
fumigatus lahko izogne plenilcem, naprimer amebam v tleh, podobni mehanizmom za izogib 
prirojenim imunskim celicam. Ena od strategij, ki se uporablja za uničevanje ameb je 
znotrajcelična kalitev, kar ima za posledico lizo fagocita. V človeških makrofagih lahko A. 
fumigatus kali v poznem fagosomu, kar ima za posledico makrofagno nekrozo. A. fumigatus 
kodira širok razpon celičnih črpalk in transporterjev, ki se uporabljajo za obrambo proti 
strupenim spojinam, kar lahko povzroči zaščito proti azolom, ki se uporabljajo za zdravljenje 
aspergiloze (van de Veerdonk in sod., 2017). 
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2.5 AZOLI 
 
Azoli so petčlenski aromatski obroči, ki vsebujejo dušik in imajo vsaj dva endociklična 
hetero atoma, od katerih mora biti vsaj en dušik (pirazol, imidazol, 1,2,3- in 1,2,4-triazol, 
oksazol, tiazol, benzimidazol, benzotriazol, itd.). Azoli nimajo jasno izraženih lastnosti π- 
vezi, ki bi oddajala ali sprejemala elektrone v interakcijah z drugimi molekulami. Večje kot 
je število piridinskih dušikovih atomov, manjša bo sposobnost doniranja elektronov iz π 
vezi. To pomeni tudi manjšo reaktivnost azolov v elektrofilnih substitucijskih reakcijah 
(Larina, 2017). 
 
Azoli igrajo pomembno vlogo v heterociklični kemiji zaradi njihovih uporabnih lastnosti in 
specifične biološke aktivnosti. Uporabljajo se kot zdravila, radiosenzibilizatorji, regulatorji 
rasti rastlin, pesticidi, herbicidi, barvila, plastifikatorji, ionske tekočine, visokoenergetski 
materiali, univerzalne baze v nukleinskih kislinah, predhodniki nanomaterialov in 
predhodne sestavine za organsko sintezo (Larina, 2017).  
 
2.5.1 Azoli, ki učinkujejo protiglivno 
 
Največkrat uporabljeni antimikotiki v klinični medicini so imidazoli in triazoli. Njihov 
glavni učinek je zaviranje 14ɑ-demetilacije lanosterola v biosintezni poti ergosterola (Odds 
in sod., 2003). Demetilaza je prisotna pri vseh glivah razen pri vrstah rodov Pneumocystis  
ter Pythium (Hof, 2006). Pri nekaterih glivah lahko azoli zavirajo tudi druge korake v 
biosintezi, kot na primer D22-desaturazo, ki sodeluje pri sintezi ergosterola (Odds in sod., 
2003). Zaradi delovanja azolov pride do pomanjkanja ergosterola v celični membrani gliv. 
Zamenjajo ga neobičajni steroli, zato se spremeni tudi njena prepustnost. To ima posledice 
tudi na vezavo membranskih encimov, ki bi bili sicer vpleteni v sintezo celične stene 
(Marichal in sod., 1984). 
 
Glavna tarča azolnih antimikotikov je od citokroma P450 odvisni encim Erg11p ali Cyp51p 
(različna nomenklatura na osnovi genov), ki katalizira oksidativno odstranitev 14ɑ-metilne 
skupine lanosterola in/ali eburikola v glivah s tipično P450 mono-oksigenazno aktivnostjo. 
Ta beljakovina vsebuje železov protoporfirin na aktivnem mestu (Odds in sod., 2003). Na 
tem mestu zaradi mutacij lahko pride do manjše afinitete za vezavo azolov in posledično je 
gliva lahko bolj odporna proti azolom (Hof, 2006).  
 
Protiglivni azoli se vežejo na atom železa preko atoma dušika v imidazolnem ali triazolnem 
obroču (Slika 3). Preostanek azolne molekule se veže na apoprotein. Način vezave na 
apoprotein je odvisen od strukture azola. Specifičnost interakcije med različnimi azoli in 
različnimi, vrstno-odvisnimi P450 določa stopnjo inhibitornega učinka pri različnih vrstah 
gliv (Odds in sod., 2003). Posakonazol ima na primer daljšo stransko verigo od ostalih 
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azolov, s katero se lahko veže na dodatno domeno encima. Triazoli imajo večjo afiniteto za 
vezavo na glivni citokrom P450, če primerjamo z vezavo na citokrom P450 sesalcev. Zaradi 
te lastnosti, so triazoli razmeroma varna zdravila (Hof, 2006). 
 
 
Slika 3: Prikazan je del protoporfirina na aktivnem mestu Erg11p (Cyp51p), encimskega citokroma P450, 
kamor se vežejo imidazoli in triazoli. Prikazani so tudi triazolni antimikotiki (itrakonazol, flukonazol in 
vorikonazol). Puščice prikazujejo vezavo dušikovega atoma iz azolov, na železov atom protoporfirina (rdeče 
barve). Tako azoli blokirajo aktivno mesto encima (Odds in sod., 2003). 
 
Odpornost proti azolom se lahko pojavi zaradi mutacij, ki spremenijo tarčno molekulo ali 
povečanja izražanja membranskih črpalk, ki izločajo protiglivne snovi iz celice. 
V nekaterih izolatih C. albicans so odkrili kombinacije obeh mehanizmov (Odds in sod., 
2003). 
 
2.5.2 Novejši triazoli 
 
Med novejše triazolne antimikotike spadajo vorikonazol, ravukonazol, posakonazol in 
izavukonazol. Vorikonazol in ravukonazol sta strukturno sorodna flukonazolu. Posakonazol 
je zelo podoben itrakonazolu (Slika 4) (Hoff, 2006). Na videz majhne strukturne razlike med 
triazoli igrajo pomembno protiglivno vlogo in so pomembni dejavniki za vezavo na P450. 
Vse te lastnosti so ključni dejavniki za uspešnost protiglivnega zdravila (Odds in sod., 2003). 
Primerjava uspešnosti azolov je lepo prikazana v preglednici 1 (Preglednica 1) (Hoff, 2006). 
Vorikonazol ima zelo širok spekter delovanja na različne vrste gliv. Podobno je tudi 
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itrakonazol širokospektralen in celo fungiciden proti nekaterim izolatom vlaknatih gliv. 
Poleg tega vorikonazol in itrakonazol kažeta delno aktivnost proti glivam iz rodov Fusarium 
in Scedosporium, katerih okužbe je težko zdraviti (Odds in sod., 2003). Obstaja dolg seznam 
spojin, s katerimi interagira vorikonazol (podobno velja za itrakonazol). Interagirata z 
nekaterimi imunosupresivi, benzodiazepini, prednizolonom, digoksini in drugimi zdravili v 
splošni uporabi. To lahko povzroči težave zdravnikom pri predpisovanju zdravil in 
zdravljenju hudo bolnih bolnikov, ki prejemajo več različnih zdravil. Posakonazol deluje 
proti širokemu spektru gliv in se je za učinkovitega izkazal tudi pri zdravljenju 
kokcidioidomikoze (Odds in sod., 2003). 
 
 
                                             Slika 4: Kemijska struktura različnih azolov (Hof, 2006). 
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Preglednica 1: Primerjava spektra delovanja različnih azolov. 
 Ketokonazol Flukonazol Itrakonazol Vorikonazol Posakonazol 
Candida albicans + + + + + + + + + + + + + + 
Candida glabrata - + + + + + + + + + + 
Candida krusei - - + + + + + + + + 
Dimorfne glive - + + + + + + + + + + 
Aspergillus fumigatus - - + + + + + + + + 
Aspergillus terreus - - - + + + + + + 
Fusarium spp. - - - + + + + 
Temno pigmentirane 
glive 
- - + + + + + 
Mucorales - - + - + + 
Legenda: -azol ne deluje na glivo; + azol deluje v manjši meri; od ++ proti +++, kar pomeni da zelo dobro 
deluje (Hof, 2006). 
 
2.5.3 Posakonazol 
 
Posakonazol ima podoben mehanizem delovanja kot drugi derivati azolov, torej zavira 
produkcijo ergosterola z vezavo na lanosterol-14ɑ-demetilazo. Kemijska struktura 
posakonazola se razlikuje od flukonazola in vorikonazola po tem, da lahko posakonazol 
interagira z dodatno domeno na tarči. To pomeni, da lahko zavira rast in razmnoževanje tudi 
mutiranim sevom, ki so odporni proti flukonazolu in/ali vorikonazolu. Posakonazol je slab 
substrat za glivne črpalke, zato dalj časa ostane v glivnih celicah in je dalj časa aktiven, v 
primerjavi z drugimi azoli. Kvasovke in plesni lahko povečajo izražanje transmembranskih 
črpalk, predvsem ABC transporterjev CDR1 in CDR2. Poleg teh obstaja še nekaj drugih vrst 
črpalk, a nobena ni dober substrat za posakonazol (Hof, 2006).  
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2.5.3.1 Kombinacije posakonazola z drugimi antimikotiki  
 
In vitro študije posakonazola v kombinaciji z drugimi protiglivnimi zdravili, na primer z 
amfotericinom B ali ehinokandini niso pokazale antagonizma, pač pa obratno, med njimi je 
bilo opisano sinergistično delovanje (Hof, 2006).  
 
2.5.4 Vorikonazol 
 
Vorikanozol spada v drugo generacijo azolnih protiglivnih zdravil. In vitro deluje na širok 
spekter kvasovk in plesni. Kot zdravilo se lahko uporablja intravenozno ali oralno. Deluje 
podobno kot ostali azoli. Večjo afiniteto vezave ima na demetilazo plesni, v primerjavi z 
afiniteto vezave na demetilazo kvasovk. Deluje na vse vrste Candida spp. In vitro dobro 
deluje tudi na druge vrste kvasovk, vključno s Cryptococcus neoformans, Trichosporon 
beigelii in Saccharomyces cerevisiae. Učinkovit je tudi proti vrstam Aspergillus spp., 
vključno z vrsto Aspergillus terreus, ki je sicer pogosto odporna proti amfotericinu B. 
Učinkovit je tudi proti vrstam kompleksa Scedosporium/Pseudallescheria in na njene 
anamorfne faze življenjskega kroga. Učinkuje tudi proti vrstam Fusarium spp., 
Paecilomyces spp., Bipolaris spp., Alternaria spp., mukormicetam in še nekaterim drugim 
vrstam gliv (Johnson in Kauffman, 2003).  
 
V manjši meri vorikonazol deluje tudi na encimski sistem citokroma P450 pri sesalcih. 
Deluje hkrati kot substrat in inhibitor. Ključno vlogo pri presnovi vorikonazola igrajo jetra 
(Pascual in sod., 2008). 
 
2.5.5 Itrakonazol 
 
Kot zdravilo je na voljo od začetka devetdesetih let prejšnjega stoletja. V devetdesetih letih 
je bil raziskan za zdravljenje invazivnih glivnih okužb. Na voljo je v obliki peroralnih kapsul 
(od leta 1992), peroralne raztopine v ciklodekstrinu (od 1997) in intravenske formulacije (od 
1999). Ima zelo lipofilne lastnosti. Absorpcija itrakonazolnih peroralnih kapsul v prebavnem 
traktu je spremenljiva in nepredvidljiva. Peroralna raztopina itrakonazola ima boljšo 
biološko razpoložljivost v primerjavi s kapsulami. Večina poskusov ni dokazala 
učinkovitosti proti invazivnim okužbam z aspergilozo. Neželeni učinki, absorpcija v 
črevesju in interakcije so glavne pomanjkljivosti peroralnega itrakonazola. Incidenca 
invazivnih okužb z glivami vrste Aspergillus je bila zmanjšana le v preskušanjih z uporabo 
itrakonazolne ciklodekstrinske raztopine in ne z itrakonazolnimi kapsulami. Skupna 
smrtnost ni bila zmanjšana (Prentice in sod., 2005).  
 
Intravenozni itrakonazol zaobide težave s črevesno absorpcijo (Karthaus, 2011).  
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Itrakonazol deluje na več vrst gliv, tudi na Aspergillus spp. Več kot 80 % bolnikov s 
površinskimi dermatofitnimi ali kvasnimi okužbami ozdravi po zdravljenju z itrakonazolom. 
Dobro učinkuje tudi pri parakokcidioidomikozi, histoplazmozi, sporotrihozi, blastomikozi, 
sistemski kandidozi, kokcidioidomikozi, kromomikozi in kriptokokozi (Grant in Clissold, 
1989).  
 
In vitro je bil itrakonazol učinkovit proti številnim glivam s spektrom aktivnosti, ki je 
podoben kot pri ketokonazolu (prvi peroralni azol, ki je bil široko sprejet). Ta spekter 
vključuje dermatofite (Microsporum spp., Trichophyton spp. in Epidermophyton sp.), 
kvasovke (npr. Candida spp., Malassezia spp. in Cryptococcus neoformans), dimorfne glive 
(npr. Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces dermatitidis in 
Sporothrix schenckii) in druge glive, vključno z Aspergillus spp. Kvantitativno (z nižjimi 
vrednostmi MIK) je bil itrakonazol učinkovitejši od ketokonazola, čeprav so rezultati in vitro 
zelo različni glede na uporabljeno gojišče, velikost inokuluma, pogoje inkubacije itd. Zaradi 
variabilnosti rezultatov in vitro ti testi morda ne odražajo učinkovitosti in vivo (Grant in 
Clissold, 1989).  
 
Mehanizem delovanja itrakonazola je enak kot pri ostalih azolih. Itrakonazol se hitreje veže 
na glivini citokrom P-450 kot ketokonazol. Za razliko od ketokonazola ima tudi manjši 
učinek na encimski sistem sesalskega citokroma P-450 (Grant in Clissold, 1989). 
 
2.6 ASPERGILOZA ODPORNA PROTI AZOLOM 
O odpornosti Aspergillus spp. proti azolom so poročali že v začetku 80. ih let. Leta 1980 sta 
bila dva bolnika iz ZDA zdravljena z itrakonazolom. V letu 1980 se nista odzvala na 
zdravljenje in izkazalo se je, da sta seva odporna proti itrakonazolu (Verweij in sod., 2002). 
Kasneje se je odpornost začela pojavljati tudi v Evropi, predvsem na Nizozemskem (Verweij 
in sod., 2002). Leta 2007 so objavili raziskavo, kjer so pri štirih bolnikih, ki nikoli niso 
prejemali azolov, ugotovili prisotnost proti azolom odpornih sevov A. fumigatus. Takrat so 
postavili hipotezo, da mutacija gena cyp51A, ki kodira lanosterol-14α-demetilazo (encim 
biosintezne poti ergoterola, ki gradi celično membrano) izvira iz okolja in sicer zaradi široke 
uporabe azolov v kmetijstvu (Verweij in sod., 2007). Odpornost A. fumigatus proti azolom 
se pojavlja vse pogosteje in postaja vse večji problem pri zdravljenju aspergiloze. Poznamo 
dve vrsti razvoja odpornosti. Prva je odpornost pridobljena med zdravljenjem z azolom pri 
posameznem bolniku in druga je odpornost, ki nastane zaradi izpostavljenosti okolja 
fungicidom. Glavni molekularni mehanizem odpornosti A. fumigatus proti azolom je 
posledica mutacije v cyp51A-genu. Okoljski način razvoja odpornosti je še posebej 
zaskrbljujoč, saj se hitreje širi in lahko vpliva na več bolnikov (Warris, 2015). 
Uporaba azolov je očitno izboljšala preživetje in kakovost življenja bolnikov z invazivno 
aspergilozo, zato so azoli postali bistveni za zdravljenje in preprečevanje aspergiloze. Azoli 
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se razlikujejo od drugih dveh razredov antimikotikov, polienov in ehinokandinov, v 
razpoložljivosti peroralnih formulacij, ki olajšajo zdravljenje še posebej izven bolnišničnega 
okolja. Peroralno zdravljenje z itrakonazolom ali vorikonazolom se pogosto uporablja pri 
bolnikih s kroničnimi oblikami aspergiloze (Warris, 2015).  
Standard oskrbe pri bolnikih s kronično granulomatozno boleznijo (CGD) je uporaba 
itrakonazola ali posakonazola (Gallin in sod., 2003).  
 
2.6.1 Nastanek odpornosti proti azolom 
 
Za nastanek odpornosti proti azolom je potrebno najprej razumeti mehanizem delovanja 
azolov. Azoli zavirajo encim lanosterol 14α-demetilazo. Ta encim je odvisen od citokroma 
P450 in omogoča nastajanje ergosterola. Ergosterol je potreben za fluidnost celične 
membrane. Če ni ergosterola v celični membrani, se drastično spremeni prepustnost in 
stabilnost membrane, kar onemogoča rast glivi (van der Linden in sod., 2016). 
Odpornost proti azolom največkrat nastane zaradi mutacije v genu cyp51A, ki kodira tarčni 
encim lanosterol 14α-demetilazo (van der Linden in sod., 2016). Poznamo dve poti, ki vodita 
do nastanka mutacije v tem genu. Ena nastaja v zunanjem okolju zaradi uporabe azolov in 
zajema kombinacijo sprememb v promotorju gena ter točkovne mutacije v genu samem 
(Snelders in sod., 2009). Druga pot nastanka mutacij se odvija v notranjem okolju, pljučih 
bolnika, zaradi dolgotrajnega zdravljenja z azoli. Po tej poti je odpornost, ki se razvija 
posledica točkovnih mutacij (Camps in sod., 2012). 
 
2.6.1.1 Vrste odpornosti proti azolom 
 
Poznamo dva najpogostejša odpornostna mehanizma, ki sta sestavljena iz kombinacije dveh 
genetskih sprememb in sicer tandemske ponovitve v promotorski regiji in mutacije v genu 
samem. Najpogostejši odpornostni mehanizem TR34/L98H zajema odpornost proti 
itrakonazolu, vorikonazolu in posakonazolu. Gre za 34-tandemsko ponovitev baznih parov 
v promotorski regiji gena cyp51A, s kombinacijo mutacije v genu cyp51A, ki vodi do 
zamenjave levcina v histidin na mestu 98 (L98H) (Chowdhary in sod., 2013). Drugi 
najpogostejši odpornostni mehanizem je 46-tandemska ponovitev baznih parov v 
promotorski regiji s kombinacijo dveh mutacij v samem genu cyp51A, imenovana 
TR46/Y121F/T289A (van Ingen in sod., 2015).  
 
Manj pogosti odpornostni mehanizmi so točkovne mutacije, ki nastanejo pri dolgotrajno 
zdravljenih bolnikih z azoli. Poznanih je več različnih točkovnih mutacij v genu cyp51A 
zaradi katerih pride do sprememb v aminokislinskem zaporedju. Med njimi so najpogosteje 
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opisovane M220 in G138. Te mutacije povzročijo spremembe v strukturi tarčnega encima. 
Te onemogočijo dostop azolom do aktivnega mesta, ali spremenijo obliko kanalčka, da se 
azoli ne morejo vezati na aktivno mesto za dlje časa (Snelders in sod., 2010). 
 
Poznamo tudi mutacije, ki niso vezane na gen cyp51A. Te mutacije delujejo predvsem na 
gene, ki so odgovorni za celične črpalke, ki črpajo azole iz celice. Obstajajo pa še drugi 
mehanizmi odpornosti, ki so manj raziskani in redkejši (Meneau in sod., 2016). 
 
2.6.2 Testiranje občutljivosti  
 
Za izvajanje testa na protimikrobno občutljivost je na voljo kar nekaj možnosti. 
Najpogostejše so: difuzijski antimikogram (Kirby-Bauer); gradient difuzijski test, (AB 
Biodisk N.A., Inc., Piscataway, NJ), redčenje tekočega gojišča (makro- ali mikrodilucija); 
avtomatizirani sistemi, kot so MicroScan (Dade Microscan, Inc., Temperatura, MI), Vitek 
(BioMerieux, Hazelwood, MO) in Sensititer (Trek) Diagnostic Systems, Inc., Westlake, OH) 
(Hall in Parshall, 2002). 
Organizacija NCCLS (ang. National Committee for Clinical Laboratory Standards, ki se je 
leta 2005 preimenovala v CLSI- ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) je določila 
mikrodilucijsko metodo za testiranje občutljivosti proti azolom. S kvasovko vste Candida 
albicans so določili in interpretirali standardne rezultate testov za odpornost proti 
flukonazolu, vorikonazolu in itrakonazolu. Edina komercialna izvedba, ki ga je odobrila 
FDA za ta test, je Trek Yeast One Panel (Trek Diagnostics, Westlake, OH) oziroma Etest. 
Difuzijski test koncentracijskega gradienta (Etest) je alternativa metoda za izvajanje in vitro 
testiranja občutljivosti bakterijskih in glivnih izolatov. Od uvedbe leta 1988 so mnogi 
klinični mikrobiološki laboratoriji izbrali to metodo za svojo primarno metodo testiranja 
občutljivosti mikroorganizmov. V kar nekaj objavljenih poročilih so primerjali Eteste z 
NCCLS mikrodilucijsko metodo za flukonazol, vorikonazol in itrakonazol. Ugotovili so, da 
je RPMI verjetno najboljši medij za testiranje azolov in da je za določitev MIC najbolj 
primeren čas inkubacije 24 ur (za standardni mikroorganizem Candida spp.), kar velja tako 
za dilucijski antimikogram, kot tudi za gradient difuzijsko metodo. Rezultati so bili 
primerljivi v 80 % in v nekaterih primerih še v višjem deležu (Hall in Parshall, 2002). 
Idelevich in sod. (2018) so primerjali standardizirano referenčno mikrodilucijsko metodo za 
Aspergillus fumigatus, z dvema testoma (Etest in MICtest). Ta dva testa sta osnovana na 
podlagi metode difuzijskega gradienta. Preizkusa Etest in MIC so testirali za itrakonazol, 
posakonazol in vorikonazol ter isavukonazol in primerjali s testom mikrodilucije za 
Aspergillus fumigatus po EUCAST. Oba komercialna testa sta se na splošno izkazala kot 
dobra, vendar je posakonazolov testni trak MIC pokazal nižjo primerljivost s testom 
mikrodilucije (Idelevich in sod., 2018). 
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In vitro občutljivostni testi pokažejo minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) določenega 
zdravila, ki je potrebna za ubijanje ali zaviranje rasti patogena. Odpornost proti zdravilu 
pogosto pomeni večjo verjetnost neuspešnega zdravljenja. Interpretacija rezultatov testiranja 
občutljivosti je vrstno specifična saj ima marsikatera vrsta zanjo značilne vzorce 
občutljivosti. Filogenetske raziskave rodu Aspergillus so pokazale obstoj sorodnih, 
morfološko neločljivih vrst med katerimi so nekatere intrinzično odporne proti nekaterim 
antimikotikom. V kompleks vrst A. fumigatus, sekcijo Fumigati, je uvrščenih več kot 50 vrst 
med katerimi najdemo tudi take z intrinzično odpornostjo proti azolom, kot so npr. 
Aspergillus udagawae, Aspergillus fischeri in Aspergillus lentulus (Arendrup, 2013). A. 
fumigatus sensu stricto je primarno občutljiv za azole z izjemo flukonazola. Odpornost se 
pri njem pojavi na račun pridobljenih mehanizmov odpornosti. Posledično sta pravilna 
identifikacija in testiranje občutljivosti enakovredno pomembni za optimalno obravnavo 
bolnika (Arendrup, 2013). Izboljšanje eksperimentalnih pogojev lahko poveča primerljivost 
med komercialnimi metodami testiranja občutljivosti in zagotovi, da se lahko test Etest varno 
uporablja pri ocenjevanju protiglivičnih kombinacij pri rodu Aspergillus (Denardi in sod., 
2017). 
Presejalno testiranje z VIPcheckTM ploščicami je relativno poceni in enostavna metoda, ki 
so ga razvili van der Linden in sod., za presejalno odkrivanje odpornih sevov proti azolom. 
Gre za inkorporacijski antimikogram. Lahko se izvaja v vsakodnevni praksi. Gre za ploščo 
s štirimi polji (Slika 5), ki vsebujejo različne azole, na katere se lahko neposredno inokulira 
čiste kulture. Vsako polje je napolnjeno z gojiščem RPMI-1640. Četrto polje je namenjeno 
za kontrolo rasti in ne vsebuje azolov, medtem ko je prvo polje napolnjeno z itrakonazolom 
(4 mg/l), drugo z vorikonazolom (2 mg/l) in tretje polje s posakonazolom (0,5 mg/l). 
Koncentracije so določene s kliničnimi mejnimi vrednostmi po EUCAST (ang. European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Popolnoma občutljiv izolat raste le na 
kontrolnem, prvem polju. Če opazimo rast na enem od ostalih polj agarja, gre za odpornost 
izolata proti azolom (Warris, 2015). Rezultat odpornosti je potrebno potrditi z dodatnim 
testiranjem in z molekularno opredelitvijo mutacije, ki je privedla do nastanaka odpornosti.  
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Slika 5: VIPcheckTM ploščica s štirimi prekati. Četrti prekat ne vsebuje triazolov, zato smo dobili rast A. 
fumigatus. Test je veljaven. 
 
2.6.3 Mehanizmi odpornosti 
 
Prva dva dokumentirana primera odpornosti A. fumigatus proti itrakonazolu sta bila opisana 
leta 1997 (Warris, 2015). Za enega bolnika je bilo dokazano, da se je okužil z itrakonazol-
odpornim izolatom iz okolja, medtem ko je drugi bolnik razvil odpornost 
med zdravljenjem z itrakonazolom. Leta 2002 so poročali o fantu s kronično granulomatozno 
boleznijo, ki je imel invazivno aspergilozo, ki jo je povzročil A. fumigatus odporen proti 
večim vrstam azolov (Warris in sod., 2002). Odpornost je bila posledica točkovne mutacije 
v genu cyp51A, ki je nastala ob dolgotrajnem zdravljenju z itrakonazolom (Howard in sod., 
2009).  
Leta 2007 je bilo opisanih devet primerov bolnikov iz istega območja, ki so zboleli zaradi 
A. fumigatus, odpornim proti več azolom (Verweij in sod., 2007). Pet bolnikov je imelo 
invazivno aspergilozo, od tega so bili povzročitelji odporni bodisi proti itrakonazolu (štirje) 
bodisi vorikonazolu (eden). Štirje bolniki v preteklih letih niso bili izpostavljeni azolom. 
TR34/L98H mehanizem odpornosti v genu cyp51A nakazuje na možnen pojav odpornosti 
organizma v okolju. V nadaljnji študiji so Snelders in sod., izolirali proti azolom odporne A. 
fumigatus, zbrane v obdobju 14 let in ugotovili, da nosijo enak mehanizem odpornosti. 
Pogostnost azolno odpornih izolatov A. fumigatus se je povečala iz 0 % na 10,1 % od leta 
1997 do 2010. Od takrat so o tem mehanizmu odpornosti poročali vse pogosteje iz različnih 
območij Evrope, Kitajske, Indije in Bližnjega vzhoda (Snelders in sod., 2008).  
Ta mehanizem odpornosti kaže na pridobitev te značilnosti iz okolja. Prenos med 
posamezniki je zelo redek in se zgodi le, če izdihan zrak vsebuje aerosole s konidiji. 
Izkašljani konidiji se prenašajo pri bolnikih z aspergilomom, pri katerem se lahko pojavi 
sporulacija. Lahko prihaja do ponovne okužbe s ponovno inhalacijo, čeprav je to izredno 
redko (Warris, 2015).  
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Do odpornosti A. fumigatus v okolju prihaja zaradi široke uporabe azolnih fungicidov v 
kmetijstvu in uporabe za konzerviranje materialov, kot so barve, premazi in 
vzmetnice. Na Nizozemskem so izvedli raziskavo o razmerju med TR34/L98H mehanizmom 
odpornosti in nemedicinsko uporabo azolnih fungicidov (inhibitorji 14α-demetilaze, ang. 
demethylase inhibitors). Pet DMI je bilo molekularno podobnih medicinskim triazolom in 
so zato lahko in vitro spodbudili TR34/L98H odpornostni mehanizem. Avtorji te raziskave 
so domnevali, da je neprekinjena izpostavljenost okolja DMI-ju olajšala pojav tega 
odpornostnega mehanizma pri A. fumigatus (Snelders in sod., 2012). Nadzorne študije iz 
Nizozemske, Belgije in Indije so poročale o drugem mehanizmu odpornosti na račun 
mutacije cyp51A (TR46/Y121F/T289A) pri obeh vrstah odpornosti (klinični primeri in v 
okolju). Oba mehanizma TR34/L98H in TR46/Y121F/T289A povzročita odpornost proti 
vorikonazolu (van der Linden, 2013). 
 
2.6.4 Klinični pomen  
 
Izolate odporne proti azolom so našli pri bolnikih z akutno invazivno aspergilozo in kronično 
pljučno aspergilozo. Bolniki z osnovnimi hematološko-onkološkimi boleznimi, bolniki s 
cistično fibrozo in bolniki z različnimi kroničnimi pljučnimi boleznimi so 
izpostavljeni okužbam, ki jih povzroča A. fumigatus, odporen proti azolom (Howard in sod., 
2009).  
Bolniki izpostavljeni azolom so ogroženi zaradi pojava okoljsko pridobljenega mehanizma 
odpornosti. Da bi ugotovili razširjenost odpornosti kliničnih izolatov A. fumigatus proti 
azolom, je bila opravljena velika prospektivna študija na Nizozemskem med letoma 2007 in 
2009. Bolniki z invazivno aspergilozo z odpornim A. fumigatus proti azolom (pri vseh 
mehanizem odpornosti TR34/LH98), so imeli 88 % stopnjo smrtnosti (Warris, 2015).  
Vsi bolniki, zdravljeni le z vorikonazolom so umrli. Od bolnikov, zdravljenih z drugimi 
vrstami antimikotikov (npr. polieni, ehinokandini ali kombinacije), je preživel le eden od 
treh. Poročali so tudi o pojavu aspergiloze centralnega živčnega sistema, ki jo je povzročil 
A. fumigatus odporen proti azolom. Pri bolnikih s kronično pljučno aspergilozo, ki so bili 
zdravljeni z oralnimi azoli, je bilo neuspešno zdravljenje povezano z odpornostjo A. 
fumigatus zaradi podaljšane izpostavljenosti azolom (Howard in sod., 2009).  
Nato so obravnavali vprašanje ali je A. fumigatus odporen proti azolom, povezan z večjo 
virulentnostjo fenotipa. Izid raziskave je pokazal, da je bolj virulenten fenotip A. fumigatus 
z odpornostjo proti azolom, povezan s cyp51A mehanizmom odpornosti. Za izolate z drugimi 
oblikami mutacij niso potrdili razlik v virulenci z izolati, ki so občutljivi za azole (Arendrup 
in sod., 2010). 
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2.7 UPORABA PESTICIDOV IN VPLIV NA PORAST ODPORNOSTI 
 
Geografsko je Evropa prevladujoč trg, kjer se v veliki meri uporabljajo fungicidi pri 
pridelavi sadja in zelenjave, pri obdelavi hortikulturnih nasadov in v vinogradništvu. Azolna 
pesticida, ki se uporabljata v Evropi sta insekticid Imidakloprid pri pridelavi sadja in 
zelenjave ter Boskalid kot fungicid v vinogradništvu, pridelavi sadja in zelenjave ter za 
namakanje čebulic okrasnih rastlin (Zhang in sod., 2017). V Azijskih državah se pogosto 
uporablja fungicid triciklazol za obdelovanje riževih polj. Triciklazol kemijsko spada med 
triazole. Glavni razlog za porast odpornih izolatov A. fumigatus je izpostavljenost okolju s 
široko uporabo fungicidov (Slika 6). Zdravila za zdravljenje glivnih okužb so kemijsko 
podobna pesticidom. Zaradi tega prihaja do navzkrižne odpornosti izolatov proti zdravilom 
(Vaezi in sod., 2017). 
 
Slika 6: Povezava med pesticidnimi ostanki iz okolja in aspergilozo, ki jo povzroča A. fumigatus, odporen proti 
azolom (Vaezi in sod., 2017). 
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2.8 REŠITVE ZA ZDRAVLJENJE INVAZIVNE ASPERGILOZE 
 
Eksperimentalni model invazivne aspergiloze, ki jih povzroča A. fumigatus odporen proti 
azolom, kaže, da je lahko učinkovit liposomalni amfotericin B, prav tako kot kombinacija 
vorikonazola ali posakonazola z ehinokandinom (Seyedmousavi in sod., 2013).  
Novejši pristopi, ki so se pokazali kot obetajoči pri živalskih modelih, vključujejo cepiva. 
Nekatera cepiva ščitijo pred več glivnimi rodovi, druga cepiva so posebej usmerjena proti 
okužbam, ki jih povzroča rod Aspergillus. Napredek v proteomiki in glikomiki je olajšal 
identifikacijo antigenov za uporabo v cepivih. Čeprav je bil napredek impresiven, bo treba 
opraviti še veliko dela, če želimo, da bi cepiva proti aspergilozi postala resničnost (Levitz, 
2016).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Vzorci 
 
V raziskavi smo uporabili okoljske vzorce zemlje (88) iz Mozirskega gaja ter Volčjega 
potoka, vzorce čebulic (53) iz Mozirskega gaja in vzorce komposta (12) iz ekološke kmetije 
Čemas. Zemljo smo odvzeli iz neposredne bližine čebulic tulipanov, v radiusu do 10 cm. Pri 
vzorčenju smo odgrnili vrhnjo plast in odvzeli vzorec z globine približno 5 cm. Vzorce smo 
shranili v sterilne Sanfordove posodice s pokrovom in jih hranili pri sobni temperaturi do 
laboratorijske analize. Vzorce zemlje smo 14.12.2017 nabrali v Arboretumu Volčji potok in 
jih shranili do analize (15.1.2018). Vzorce zemlje iz Mozirskega gaja smo 21.3.2018 nabrali 
v Mozirskem gaju in jih shranili do analize (3.4.2018). Vzorce komposta smo nabrali 
25.3.2018 pri ekološki kmetiji Čemas na območju Bele krajine in jih shranili do analize 
(3.4.2018). Vzorce čebulic tulipanov smo nabrali v Mozirskem gaju 16.5.2018, shranili smo 
jih v plastične vrečke in jih do analize (21.5.2018)  shranili pri sobni temperaturi. 
 
3.1.2 Material za pripravo vzorcev 
 
Za pripravo vzorcev na analizo smo uporabili sterilno fiziološko raztopino z dodatkom 1 % 
Tween 80. Za vsak vzorec posebaj smo uporabili 8 ml te raztopine v epruveti. Potrebovali 
smo tudi sterilno fiziološko raztopino, sterilne vatenke, pipete in nastavke za pipete. Za brise 
smo uporabljali fiziološko raztopino (0,15 mol/l NaCl). 
 
Vse raztopine so nam predhodno pripravili v Službi za pripravo gojišč in reagentov Inštituta 
za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani.  
3.1.3 Gojišča 
 
Za izolacijo Aspergillus fumigatus smo uporabili Sabouradovo gojišče (SABA) (Preglednica 
2). 
 
Za izvedbo potrditvenega testiranja občutljivosti smo uporabljali gojišče RPMI-1640 
(Roswell Park Memorial Institute). Sestava in priprava gojišča sta opisani v Preglednici 3. 
Gojišče je bilo prefiltrirano skozi 0,22 µm filter. 
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Preglednica 2: Sestava in priprava gojišča SABA (IMI, 2018). 
SESTAVA Neopepton, BD 211681 10 g 
Glukoza, BD 215530 40 g 
Agar-agar, Merck, 1.01614.1000 19 g 
Mlečna kislina, Kemika 1316601 2-3 kapljice 
Destilirana voda 1000 ml 
AVTOKLAVIRANJE na 121 °C za 15 min, nato ohladimo na 47-50 °C 
DODATKI PO 
AVTOKLAVIRANJU 
Kloramfenikol, 50 mg/ml 1 ml 
Gentamicin, 40 mg/ ml 2,5 ml 
 
 
Preglednica 3: Sestava in priprava gojišča RPMI-1640 (IMI, 2018). 
A. PREDHODNO 
AVTOKLAVIRANO (121 °C, 
15 min) 
Dekstroza, BD 215530 20 g 
Agar agar, Merck 1.01614.1000 15 g 
Destilirana voda 500 ml 
B. DODATKI PO 
AVTOKLAVIRANJU 
(raztopino A ohladimo na 47-
50 °C in dodamo predhodno 
pripravljen dodatek – filtrsko 
steriliziran) 
MOPS 0.165M, Fluka 69947 34,53 g 
RPMI 1640, Sigma R7755-10L  
10,40 g 
L- glutamin,Sigma 0,30 g 
Sterilna destilirana voda 450 ml 
2M NaOH Dodamo toliko, da 
uravnamo pH na 7,0 
 
Gojišče smo pripravili po zgornji recepturi (Preglednica 3) in sterilizirali v avtoklavu, 
nastavljenem na 121 °C za 15 min. 
 
Kot presejalno testiranje občutljivosti izolatov A. fumigatus smo uporabili inkorporacijski 
antimikogram s komercialno pripravljenimi VIPcheckTM ploščicami (Balis Laboratorium, 
Nijmegen, Nizozemska) in Eteste (BioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francija).  
 
Gojišča, ki smo jih uporabljali, so pripravili v Službi za pripravo gojišč in reagentov Inštituta 
za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani (IMI 
Ljubljana). 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Predpriprava vzorcev 
 
Striktno smo upoštevali navodila varnega dela v laboratoriju druge biovarnostne stopnje. 
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S kuhinjsko tehtnico, natančno na 10 g, smo zatehtali 2 g vsakega vzorca zemlje ali komposta 
v epruveto z 8 ml fiziološke raztopine z 1 % dodanim Tween 80, ki je neionski surfaktant 
(Slika 8). 
 
Zemljo iz čebulic smo pridobili z neposrednim strganjem čebulic in to zemljo zatehtali na 
enak način kot vzorce ostale zemlje in komposta. 
 
Nato smo vzorce pretresli in počakali, da se je usedlina posedla. Odpipetirali smo 100 µl in 
jih prenesli na trdna gojišča SABA. Sledil je razmaz vzorcev po površini gojišč s sterilno 
spatulo Drigalski za enkratno uporabo (Slika 7). 
 
         
                                         Slika 7: Razmaz inokuluma po površini gojišča SABA. 
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Slika 8: Prenos zatehtanega vzorca zemlje v epruveto, ki vsebuje sterilno fiziološko raztopino z 1 % Tween 
80. 
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3.2.2 Inkubacija 
 
Tako pripravljena inokulirana gojišča smo položili v plastične vrečke in inkubirali 2 dni v 
termostatu na 37 °C. Po tem času smo opazovali rast na gojiščih, morfologijo kolonij in na 
podlagi morfoloških značilnosti sklepali ali gre za Aspergillus fumigatus (Sliki 9 in 10). 
 
                                             Slika 9: Na gojišču SABA so zrastle različne kolonije. 
 
                            
                                              Slika 10: Različne kolonije gliv na gojišču SABA. 
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3.2.3 Izolacija in identifikacija A. fumigatus 
 
Najprej smo pregledali kolonije plesni, ki so zrastle na gojišču SABA. Izbrali smo kolonije, 
ki so po makromorfoloških lastnostih ustrezale A. fumigatus. To so bile kolonije zelene barve 
različnih odtenkov z belim robom in žametno ali prašnato površino. S staranjem so postajale 
bolj puhaste in sivo obarvane. Reverz je bil bel ali bež. Mikroskopsko smo iskali pravilno 
septirane hife, razmeroma kratke (običajno manj kot 300 µm) konidiofore z gladko površino. 
Iskali smo glavice s fialidami, ki so pokrivale zgornji dve tretjini hruškasto oblikovanih 
veziklov. Iz njih so izhajale verižice okroglih, konidijev premera 2-3,5 µm (Slika 11). 
Izolate, ki so ustrezali zgoraj opisanim makro- in mikromorfološkim značilnostim smo 
identificirali kot Aspergillus fumigatus sensu lato. Znotraj kompleksa vrst A. fumigatus 
nismo nadalje razločevali. Te kolonije smo nato ponovno precepili na trdna gojišča SABA. 
Uporabili smo tehniko križnega brisa (Slika 12). Tako pripravljena gojišča smo ponovno 
inkubirali pod enakimi pogoji, kot je opisano zgoraj. 
 
 
                                 
                                                       Slika 11: Mikroskopska slika A. fumigatus. 
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Slika 12: Primer izolacije A. fumigatus na gojišču SABA. Vidna je rast A. fumigatus po celotnem vzorcu 
križnega razmaza z brisom. 
 
3.2.4 Presejalno testiranje za detekcijo odpornosti proti azolom s ploščami 
VIPcheckTM 
 
Za presejalno testiranje odpornosti proti triazolom smo uporabili VIPcheckTM ploščice (Balis 
Laboratorium, Nijmegen, Nizozemska), ki je komercialno pripravljen test za izvedbo 
inkorporacijskega antimikograma. VIPcheckTM ploščice so sestavljenene iz štirih prekatov 
z agariziranim gojiščem RPMI-1640 z 2 % glukozo z ali brez antimikotika: prvi prekat 
vsebuje itrakonazol s koncentracijo 4 µg/ml, drugi prekat vsebuje vorikonazol s 
koncentracijo 2 µg/ml in tretji prekat posakonazol s koncentracijo 0,5 µg/ml. Četrti prekat 
je brez antimikotika, namenjen za pozitivno kontrolo rasti. Testiranje smo izvedli po 
navodilu proizvajalca. Suspenzijo smo pripravili iz dobro sporulirane, 2-3 dni stare, čiste 
kulture posameznega izolata A. fumigatus; s sterilno vatenko smo v sterilni fiziološki 
raztopini pripravili suspenzijo gostote ≥ 2 McF (McFarland). Počakali smo, da so se večji 
delci micelija usedli in nato s Pasteurjevo pipeto prenesli konidije s površine suspenzije v 
novo stekleničko sterilne fiziološke raztopine do gostote 0,5-2,0 McF. Posamezen prekat 
VIPcheckTM ploščice smo inokulirali s 25 µl tako pripravljene suspenzije. Gostoto 
suspenzije smo merili z denzitimetrom DEN-1 (bioSan, Riga, Latvia).  
 
Inokulirane ploščice smo inkubirali pri 37 °C 48 h. Rast smo preverjali vsakih 24 h. Kjer 
smo dokazali rast kulture, smo rezultat potrjevali s testiranjem občutljivosti z gradient-
difuzijsko metodo (Etest).  
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3.2.5 Testiranje občutljivosti z gradient-difuzijsko metodo 
 
Za potrditveno testiranje občutljivosti smo uporabili metodo gradient-difuzije na gojišču 
RPMI-1640 z 2 % glukozo. Za gradient-difuzijo smo uporabili Eteste (BioMérieux, Marcy-
l'Étoile, Francija) – lističe iz sintetičnega materiala prepojenega s padajočo koncentracijo 
določenega antimikotika. Testirali smo občutljivost za vorikonazol, itrakonazol in 
posakonazol z Etesti v koncentracijskem razponu 0,002-32,0 µg/ml za vsak antimikotik.  
 
Iz vsakega prekata z antimikotikom VIPcheckTM ploščice, v katerem je bila vidna rast, smo 
porasle plesni osamili na gojišče SABA. Inkubirali smo jih 24-72 h oziroma do izrazite 
sporulacije pri 37 °C. Testiranje občutljivosti smo izvedli po navodilu proizvajalca 
(BioMérieux): Iz čiste kulture posameznega izolata A. fumigatus z dobro sporulacijo smo s 
sterilno vatenko v sterilni fiziološki raztopini pripravili suspenzijo gostote ≥ 2 McF 
(McFarland). Počakali smo, da so se večji delci micelija usedli in nato s Pasteurjevo pipeto 
prenesli konidije s površine suspenzije v novo stekleničko sterilne fiziološke raztopine do 
gostote 0,4-0,6 McF. Umerjeno suspenzijo smo z vatenko konfluentno razmazali po celotni 
površini gojišča RPMI-1640. Po inokulaciji smo na površino agarja položili Eteste za 
vorikonazol, posakonazol in itrakonazol. Gojišča z Etesti smo inkubirali pri 37 °C za 24 ur 
(Slika 13). Rezultat testiranja z Etesti so bile minimalne inhibicijske koncentracije (MIK) za 
posamezen antimikotik. MIK smo odčitali kot vrednost pri kateri se je inhibicijska cona 
dotaknila Etesta. Interpretacija MIK je temeljila na mejnih vrednostih (Preglednica 4) za A. 
fumigatus. 
 
                                      Slika 13: Primer rasti na RPMI-1640 gojišču z Etestom za posakonazol. 
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Preglednica 4: Mejne vrednosti MIK za vorikonazol, posakonazol in itrakonazol za A. fumigatus. 
      MIK (µg/ml) 
Antimikotik       S      R 
Vorikonazol ≤ 0,25 > 0,25 
Posakonazol ≤ 0,25 > 0,25 
Itrakonazol ≤ 1 > 1 
Legenda: MIK – minimalna inhibitorna koncentracija, S – občutljiv (ang. susceptible, S), R – odporen (ang. 
resistant, R) 
 
Iz vsake VIPcheckTM ploščice, kjer smo dobili pozitiven rezultat, smo izolat shranili  v viale 
z 2 % glicerolom (BHI gojišče) in zamrznili pri -80 °C.     
 
3.2.6 Osamitev DNA 
 
Sevom A. fumigatus, ki so se s fenotipskimi metodami izkazali kot odporni proti azolom, 
smo z molekularnimi metodami želeli opredeliti obliko mutacij. Za osamitev genomske 
DNA smo uporabili 48 h stare kulture posameznega seva A. fumigatus gojenega na 
Sabouraudovem gojišču (BioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francija). Z vatenko smo 
resuspendirali konidije posameznega seva v mikrocentrifugirko s 500 µl sterilne destilirane 
vode in 180 µl pufra MagNA Pure Bacterial Lysis Buffer (Roche Diagnostics, Mannheim, 
Nemčija). Suspenziji smo nato dodali 40 µl proteinaze K (Roche Diagnostics) in inkubirali 
30 min pri 65 °C. Po končani inkubaciji je sledlo 10-minutno segrevanje pri 95 °C. Vzorce 
smo nato ohladili na sobno temperaturo in jim dodali po 5 µl interne kontrole IC in 15 µl 
pufra za lizo (AsperGenius® Resistance Multiplex, PathoNostics, Maastricht, Nizozemska) 
na vzorec ter jih po proizvajalčevih navodilih vstavili v aparaturo za avtomatsko izolacijo 
nukleinskih kislin MagNA Pure Compact (Roche Diagnostics). 100 µl končnega eluata smo 
do nadaljnje analize shranili pri – 20 °C. 
 
3.2.7 Priprava reakcijske mešanice za hkratni PCR v relanem času in in vitro 
pomnoževanje gena cyp51A 
 
Za PCR v realnem času smo uporabili kit AsperGenius® Resistance Multiplex 
(PathoNostics, Maastricht, Nizozemska), ki nam omogoča pomnoževanje in istočasno 
detekcijo pomnožkov dela gena cyp51A kjer se pojavljajo substitucije L98H, T289A in 
Y121F ter del promotorske regije kjer se pojavlja 34 bp tandemska ponovitev (TR34). 
 
Za hkratno PCR v realnem času smo uporabili po 15 µl reakcijske mešanice na vzorec, 
opisane v Preglednici 5. Vse komponente reakcijske mešanice so bile priložene v kitu in smo 
jih predhodno odmrznili. 
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Preglednica 5: Sestava reakcijske mešanice AsperGenius® Resistance Multiplex (PathoNostics, Maastricht, 
Nizozemska) za in vitro pomnoževanje gena cyp51A (IMI, 2018). 
Komponenta reakcijske mešanice Količina/reakcijo (µl) 
Resistance mastermix 10 
Taq-polimeraza 2 
Redčitveni pufer 3 
Končna količina 15 
 
 
Tako pripravljeni reakcijski mešanici smo dodali 10 µl izolata DNA. Za negativno kontrolo 
PCR smo uporabili 10 µl redčitvenega pufra, za pozitivno kontrolo pa 5 µl proizvajalčeve 
pozitivne kontrole razredčene v 5 µl redčitvenega pufra. 
 
Pomnoževanje in detekcija tarčne DNA sta potekali v napravi LC480 II (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Nemčija) pod naslednjimi pogoji: 
 
 začetna denaturacija: 95 °C (2 min) in  
 45 ciklov: 
 denaturacija: 94 °C (15 s) 
 prileganje, ekstenzija in detekcija fluorescence: 58°C (1 min) 
 taljenje: 
 denaturacija: 95 °C (2 min) 
 pavza: 45 °C (1,5 min) 
 taljenje: 45-85 °C s prehodom 0,14 °C/s 
 
 
Detekcija mutacij za substitucije L98H, T289A in Y121F ter TR34 je potekala na štirih 
kanalih opisanih v Preglednici 6. Zaradi možnosti navzkrižne fluorescence smo pred izvedbo 
PCR naredili barvno kompenzacijo s kitom Universal Colorcomp po navodilih proizvajalca 
(PathoNostics, Maastricht, Nizozemska). 
 
 
Preglednica 6: Interpretacija fluorescentnih signalov na LC480 II (IMI, 2018). 
Kanal (nm) Tarča 
456-510 L98H 
533-580 TR34 
533-610 T289A 
618-660 Y121F 
 
Po končani PCR je sledila analiza talilinh krivulj, s katero smo ugotovili ali so na 
pomnoženih odsekih gena cyp51A prisotne mutacije povezane z odpornostjo A. fumigatus 
proti azolom. Glede na vrednosti taline temperature (Tm) posameznega lokusa smo izolate 
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opredelili kot divje tipe (ang. wild types, WT) ali mutirane tipe (ang. mutant types, MT) za 
posamezen lokus. Tm in interpretacija rezultatov je prikazana v Preglednici 7. 
 
Preglednica 7: Razpon Tm in opredelitev divjih in mutiranih tipov (IMI, 2018). 
Kanal (nm) Tarča WT/MT Razpon Tm (°C) 
456-510 L98H WT 61,0-64,0 
MT 65,5-68,5 
533-580 TR34 WT 64,0-66,5 
MT 66,5-69,0 
533-610 T289A WT 63,0-66,0 
MT 67,0-70,0 
618-660 Y121F WT 63,0-66,0 
MT 68,0-71,0 
 
Izolate, ki so bili pozitivni tako za TR34 kot za L98H, smo nadalje potrditveno testirali še s 
sekvenciranjem gena cyp51A in promotorske regije, kjer se pojavlja 34 bp tandemska 
ponovitev (TR34). 
 
3.2.8 Sekvenciranje gena cyp51A  
 
Za PCR smo uporabili začetne oligonukleotide opisane v raziskavi Spiessove in sodelavcev 
(letnica), ki so povzeti v Preglednici 8. Za vsak lokus smo izvedli samostojno PCR reakcijo 
z izbranim parom začetnih nukleotidov. 
 
Preglednica 8: Nukleotidna zaporedja uporabljenih začetnih nukleotidov (IMI, 2018). 
Mutacija in ime začetnega oligonukleotida Nukleotidno zaporedje (5'→3') 
Substitucija L98H 
CypA-L98H-S 
CypA-L98H-AS 
 
AAAAAACCACAGTCTACCTGG 
GGAATTGGGACAATCATACAC 
Tandemska ponovitev (1. korak) 
CypA-TR-S1 
CypA-TR-AS1 
 
GGAGAAGGAAAGAAGCACTCT 
TCACCTACCTACCAATATAGG 
Tandemska ponovitev (2. korak) 
CypA-TR-S2 
CypA-TR-AS2 
 
AGCACCACTTCAGAGTTGTCTA 
TGTATGGTATGCTGGAACTACACCTT 
 
Za detekcijo mutacije L98H smo izvedli klasični, enostopenjski PCR. Za detekcijo TR34 pa 
vgnezdeno PCR zaradi boljše občutljivosti. Sestava reakcijske mešanice, z izjemo 
specifičnih začetnih oligonukleotidov, je enaka za detekcijo TR34 in L98H (Preglednica 9).  
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Preglednica 9: Sestava reakcijske mešanice za in vitro pomnoževanje gena cyp51A (IMI, 2018). 
Komponenta reakcijske mešanice Delovna koncentracija Količina za 1 PCR-
reakcijo 
HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen, 
Hilden, Nemčija) 
2 x 12,5 µl 
Začetni oligonukleotidi 50 pmol/µl 0,6 µl vsakega 
Sterilna, destilirana, breznukleazna voda 
(Qiagen) 
/ 9,6 µl 
Izolat DNA / 2,5 µl 
 
Pomnoževanje DNA smo izvedli v napravi T3000 ThermoCycler (Biometra, Göttingen, 
Nemčija) pod naslednjimi pogoji: 
 
Pogoji in vitro pomnoževanja za detekcijo L98H: 
 začetna denaturacija: 94 °C (5 min) in  
 34 ciklov: 
 denaturacija: 94 °C (30 s) 
 prileganje: 57 °C (30 s) 
 ekstenzija: 72 °C (1 min) 
 elongacija: 72 °C (1 min) 
 
Pogoji in vitro pomnoževanja za detekcijo TR34: 
1. korak: 
 začetna denaturacija: 94 °C (5 min) in  
 25 ciklov: 
 denaturacija: 94 °C (45 s) 
 prileganje: 52 °C (1 min) 
 ekstenzija: 72 °C (30 s) 
 elongacija: 72 °C (5 min) 
 
2. korak: 
 začetna denaturacija: 94 °C (5 min) in  
 23 ciklov: 
 denaturacija: 94 °C (45 s) 
 prileganje: 56 °C (1 min) 
 ekstenzija: 72 °C (1 min) 
 elongacija: 72 °C (3 min) 
 
Po končani PCR smo uspešnost pomnoževanja preverili s klasično elektroforezo na 
agaroznem gelu. 
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Uspešno pomnožene produkte smo pred sekvenciranjem encimsko očistili po navodilih 
proizvajalca z mešanico eksonukleaze I in termostabilne alkalne fosfataze FastAP (Thermo 
Scientific, Vilnius, Litva) v razmerju 1:2. Sekvenciranje po Sangerju smo izvedli po 
navodilih proizvajalca v sekvenatorju 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ZDA). 
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4 REZULTATI 
 
V nalogo smo vključili 153 vzorcev zemlje oziroma vzorcev iz kompostov (Priloga 1). 
Vzorce komposta smo pridobili iz ekološke kmetije Čemas, vas Zilje pri Vinici (12 vzorcev). 
Od vseh ostalih vzorcev smo testirali 28 vzorcev iz Volčjega potoka in 113 vzorcev iz 
Mozirskega gaja (Preglednica 10).  
 
Preglednica 10: Vzorci in mesta vzorčenja. 
Vzorec Kraj vzorčenja Mesto vzorčenja Število vzorcev Oznake 
vzorcev  
zemlja Volčji potok zemlja 1 28 B13-B40 
zemlja Mozirski gaj zemlja 1 60 C41-C100 
zemlja Mozirski gaj zemlja 2 53 C101-C153 
kompost Biološka kmetija kompost 12 A1-A12 
skupaj   153  
Legenda: Zemlja 1 označuje mesto v nasadu tulipanov, 2-5 cm stran od čebulic in 5 cm v globino; Zemlja 2 
označuje zemljo, ki je bila v neposrednem stiku s čebulico-postrgana iz čebulice 
 
Od vzorcev komposta (12) smo pri osmih vzorcih našli  A. fumigatus. Od vzorcev zemlje iz 
Volčjega potoka (28) smo A. fumigatus našli pri 21 vzorcih. Od vzorcev zemlje iz 
Mozirskega gaja (60) smo A. fumigatus našli pri 41 vzorcih. Od vzorcev čebulic iz 
Mozirskega gaja (53) smo A. fumigatus našli pri 33 vzorcih (Priloga 1). V preglednici 11 so 
predstavljeni le vzorci, iz katerih smo osamili A. fumigatus. Vse te vzorce smo nadaljno 
testirali na VIPcheckTM ploščicah. V preglednici 11 so podani rezultati te metode, kjer VO 
pomeni vorikonazol, PO posakonazol in IT itrakonazol. Izolate, ki so se na VIPcheckTM 
ploščicah izkazali kot odporni proti kateremu od triaozolov, smo preverili še z metodo Etest 
(Preglednica 11). 
 
Primer primarnih izolacijskih plošč vidimo na slikah 9 in 10. 
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Preglednica 11: Vzorci iz katerih smo osamili A. fumigatus. 
Oznake vzorcev iz 
katerih smo 
izolirali A. 
fumigatus 
Kraj 
vzorčenja 
Mesto 
vzorčenja 
Število 
vzorcev 
VO IT PO Etesti 
A2-3, A5-6, A8-9, 
A11-12 
Biološka 
kmetija Čemas 
kompost 8 - - - / 
B13-21, B24-26, 
B28-30, B34, B36-
40 
Arboretum 
Volčji potok 
zemlja 21 - - - / 
C41, C43-46, C48-
51, C54-55, C57-
61, C64-65, C68-
71, C74-75, C78-
80, C83-85, C87-
90, C93-95, C97-
100 
Mozirski gaj zemlja 41 - - - / 
C107-110, C120-
128, C130-133, 
C135-138, C140-
146, C148-149, 
C151-153 
Mozirski gaj zemlja 
postrgana 
neposredno iz 
čebulic 
tulipanov 
33 C140 C131, 
C141 
- C131, 
C140, 
C141 
Skupaj    103 1 2 0 3 
Legenda: kratice VO, IT in PO označujejo triazole, na katere smo preverjali odpornost A. fumigatus (VO – 
vorikonazol, IT – itrakonazol in PO – posakonazol). 
 
4.1 RAST NA GOJIŠČIH, KI VSEBUJEJO AZOLE IN REZULTATI TESTIRANJA 
OBČUTLJIVOSTI Z GRADIENT-DIFUZIJSKO METODO 
 
Naši izolati večinoma niso izkazovali rezistence na gojiščih z azoli. Rezistenca se je 
pokazala le pri treh vzorcih zemlje (C131, C140 in C141), ki je bila postrgana neposredno 
iz čebulic tulipanov. Na sliki 14 je prikazana VIPcheckTM ploščica, kjer rast v prekatih, ki 
vsebujejo azole, ni prisotna (Slika 14). Z metodo inkorporacijskega antimikograma smo 
zaznali tri odporne izolate A. fumigatus proti azolom (dva proti itrakonazolu in enega proti 
vorikonazolu) (Preglednica 11). Izolat z oznako C140 je bil odporen proti vorikonazolu, 
izolata z oznako C131 in C141 pa proti itrakonazolu. 
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                                                           Slika 14: VIPcheckTM ploščica. 
. 
 
Z gradient difuzijsko metodo (Etest) smo pretestirali tri izolate A. fumigatus (C131, C140 in 
C141), ki so se s presejalno metodo na VIP-checkTM ploščicah izkazali za odporne. 
 
Preglednica 12 prikazuje rezultate testiranja z gradient difuzijsko metodo (Slika 15 in 16).  
 
Preglednica 12: Rezultati Etestov. 
Izolat Vorikonazol  
MIK (µg/ml) 
Itrakonazol 
MIK (µg/ml) 
Posakonazol 
MIK (µg/ml) 
C131 0,19 S 2 R 0,38 R 
C140 0,25 S 0,25 S 0,19 S 
C141 0,19 S 0,25 S 0,25 S 
Legenda: MIK-minimalna inhibitorna koncentracija; S-občutljiv; R-odporen;  
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Slika 15: Vzorec C 131 iz Mozirskega gaja (zemlja odvzeta neposredno iz površine čebulic tulipanov). Rast A. 
fumigatus na gojišču RPMI-1640. Etest za vorikonazol in itrakonazol. 
 
     
Slika 16: Vzorec C 131 iz Mozirskega gaja (zemlja odvzeta neposredno iz površine čebulic tulipanov). Rast A. 
fumigatus na gojišču RPMI-1640. Etest za posakonazol. 
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4.2 REZULTATI MOLEKULARNE METODE PCR V REALNEM ČASU 
 
Testirali smo tri vzorce (C131, C140 in C141) iz Mozirskega gaja. Vsi trije so imeli prisoten 
gen cyp51A (A. fumigatus) in aminokislinska zaporedja L98, TR34, T289 in Y121, ki jih 
kodira ta gen. Rezultati talilnih temperatur za L98H, T289 in Y121 ter za 34-tandemsko 
ponovitev baznih parov v promotorski regiji TR34 so prikazani v preglednici 13. Odpornost 
smo dokazali pri tistih, ki so se izkazali kot mutantni tip-MT (C131 za mutaciji L98H in 
TR34) (Slika 17).  
 
 
Preglednica 13: Rezultati talilnih temperatur za L98H, T289 in Y121 ter za 34-tandemsko ponovitev baznih 
parov v promotorski regiji TR34. Rezultati temperatur so podani v stopinjah celzija (°C). 
Ime vzorca Tm za L98H Tm za TR34 Tm za T289 Tm za Y121 
C131 68,16 MT 68,82 MT 64,63 WT 65,99 WT 
C140 62,99 WT 66,33 WT 64,69 WT 66,05 WT 
C141 62,86 WT 66,27 WT 64,63 WT 66,05 WT 
Legenda: MT-mutantni tip; WT-divji tip; 
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Slika 17: Točkovna mutacija iz timina-T v adenin-A, na poziciji 364, ki vodi do substitucije levcina v histidin 
na poziciji 98 (označeno). Sliko smo dobili s programom CLC Main Workbench ver.10.1.1-QIAGEN 
Bioinformatics (Aarhus, Danska). 
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5 RAZPRAVA 
 
Med plesnimi, ki najpogosteje povzročajo oportunistične okužbe pri ljudeh z običajno 
močno oslabljenim imunskih odzivom, je najpomembnejša vrsta Aspergillus fumigatus, ki 
je razširjena širom po svetu. Po novejši taksonomski razvrstitvi jo uvrščamo v sekcijo 
Fumigati, kamor sodijo še druge sorodne vrste. Poleg invazivne pljučne aspergiloze, ki je 
najpogostejša oblika invazivne okužbe, A. fumigatus povzroča tudi druge bolezenske slike, 
kot so alergijske reakcije, kolonizacije obnosnih sinusov ali že obstoječih votlin v pljučih v 
obliki aspergilomov in kolonizacijo zunanjega sluhovoda, ki se kaže kot otitis eksterna. Za 
zdravljenje invazivnih oblik okužbe so dolga leta uporabljali amfotericin B, ki je v 
liposomalni obliki še vedno pomembno zdravilo in se uporablja v primeru rešitvenega 
zdravljenja. Izjema ja A. terreus, za katerega se ve, da je naravno odporen proti amfotericinu 
B. Sicer pa je zdravilo izbire za zdravljenje invazivnih oblik aspergiloze vorikonazol, ki sodi 
med triazole (Patterson in sod., 2016). 
 
Vsi azoli zavirajo od citokroma P450 odvisno lanosterol-14α-demetilazo in s tem zavirajo 
nastajanje ergosterola, poglavitnega sterola v membrani glivnih celic, ki uravnava fluidnost 
celične membrane (Odds in sod., 2003). 
 
Hitro širjenje odpornosti A. fumigatus, kot najpomembnejše plesni, ki povzroča življenjsko 
ogrožujoče okužbe pri imunsko oslabljenih ljudeh, je postalo pomemben javno zdravstveni 
problem. Najbolj razširjena oblika odpornosti proti azolom je povezana s setom sprememb 
v cyp51A genu, ki kodira tarčni encim lanosterol-14α-demetilazo. Ta obsega tandemsko 
ponovitev 34 baznih parov v promotorski regiji tega gena in mutacijo v samem genu cyp51A, 
ki vodi do zamenjave levcina v histidin na mestu 98 (L98H) (Slika 15). Ugotovili so, da sta 
za izražanje odpornosti potrebni obe spremembi v genomu glive. Ta mehanizem je 
najpogosteje identificirana oblika odpornosti pri okoljskih in pri kliničnih izolatih A. 
fumigatus (Snelders in sod., 2008). Prvič so to mutacijo ugotovili iz izolata italijanske zbirke 
gliv iz leta 1998 (Lazzarini in sod., 2016). 
          
Buil in sod. (2019) so prvič poročali o povečani prevalenci na azole rezistentnih sevov A. 
fumigatus na Nizozemskem. V zadnjih dveh desetletjih pa seve z opisanimi mutacijami 
najdemo že na vseh kontinentih (Resendiz in sod., 2018).  
 
Opisane spremembe v genu cyp51A vodijo do odpornosti proti itrakonazolu, vorikonazolu 
in posakonazolu. O pojavu odpornih sevov A. fumigatus so poročali najprej iz več 
medicinskih centrov na Nizozemskem, ki so povzročili prebojne okužbe (van der Linden in 
sod, 2015). Zanimivo spoznanje, da so mutacijo TR34/L98H odkrili pri bolnikih, ki 
epidemiološko niso bili povezani in tudi pri tistih, ki predhodno niso prejemali 
antimikotičnega zdravljenja, je kazalo na verjetnost njenega nastanka v okolju (Vermeulen 
in sod., 2013). Kasneje so dokazali, da je za nastanek teh mutacij glavni krivec velika 
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uporaba azolnih sredstev, ki se uporabljajo v kmetijstvu za zaščito rastlin pred plesnimi. 
Strukturno so zelo podobni azolom, ki jih uporabljamo za zdravljenje okužb povzročenih z 
glivami (Vermeulen in sod., 2013). 
 
Večina poročil o odpornosti A. fumigatus proti azolom izvira iz evropskih držav. V letih od 
1994 do 2007 se je odpornost proti itrakonazolu na Nizozemskem povečala od 1,7 % na 6 
% (van der Linden in sod., 2013). Kasneje, so o alarmantnem povečevanju odpornosti začeli 
poročati tudi iz drugih držav. Britanci so imeli v letu 2008 14 % in v letu 2009 20 % 
odpornost proti azolom v določenih medicinskih centrih (van der Linden in sod., 2015). 
Hsueh in sodelavci so s prospektivno študijo SCARE (ang. Surveillance Collaboration on 
Aspergillus Resistance in Europe), ki je zajela 22 centrov iz 19 držav (18 evropskih in 4 ne-
evropske države), ugotovili, da je povprečna prevalenca odpornosti proti azolom 3,2 % 
(Hsueh in sod., 2005). 
 
V naši raziskavi smo ugotovili, da je prevalenca odpornih sevov plesni A. fumigatus proti 
azolom nizka. Iz 153 vzorcev zemlje in kompostnikov smo v 103 osamili A. fumigatus in le 
pri enem izolatu potrdili odpornost. 
 
Čeprav odpornost proti azolom narašča, pa je geografsko neenakomerno razporejena, ne 
samo glede na posamezno državo, ampak celo na posamezen medicinski center (Vermeulen 
in sod., 2013). Zato se eksperti strinjajo, da so za odločitev o spremembi izkustvenega 
zdravljenja ključni nacionalni in lokalni epidemiološki podatki. Ob več kot 10 % odpornosti 
izolatov A. fumigatus svetujejo kot izkustveno zdravljenje liposomalni amfotericin B ali je 
potrebno vorikonazolu dodati enega od ehinokandinov (Verweij P in sod., 2015). Ugotovili 
so namreč, da je umrljivost bolnikov z invazivno aspergilozo s sevi, ki so odporni proti 
azolom kar 88 % višja (van der Linden in sod., 2016).  
 
Tudi na področju celotne Slovenije je bila narejena prospektivna raziskava, kjer so okoljske 
izolate A. fumigatus, zbrane v letih 2014 in 2015 iz zraka in zemlje testirali za odpornost 
proti azolom. V raziskavi, v katero je bilo vključenih 258 vzorcev okolja in testiranih 206 
izolatov A. fumigatis, odpornosti proti azolom niso potrdili (Matos, še neobjavljeni rezultati). 
Kasneje, v letih 2016 in 2017 (Pilih in sod., 2017) je bila raziskava odpornosti plesni A. 
fumigatis opravljena tudi z izolati, ki so izvirali iz kliničnih vzorcev bolnikov (167 izolatov) 
in z izolati A. fumigatus iz zraka bolnišničnega okolja (59 izolatov). Ugotovili so nizko 
prevalenco odpornih sevov, ki je za vorikonazol znašala 3,1 % in za itrakonazol 0,89 %. 
Odpornost osmih fenotipsko odpornih sevov so skušali tudi molekularno opredeliti. Pri 
kliničnemu izolatu, ki je izviral iz vzorca spodnjih dihal bolnika s cistično fibrozo, so potrdili 
najpogostejše opisano obliko mutacije na genu cyp51A, TR34/L98H. Ostali izolati so ostali 
neopredeljeni (Pilih in sod., 2017). Z nadaljnimi molekularnimi raziskavami pa so potrdili, 
da ti sevi pripadajo obema najpogostejšima mutacijama, ki so opisani za okoljske izolate, 
TR34/L98H in TR46/Y121F/T289A (Matos, še neobjavljeni rezultati).  
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Pri proučevanju ekološke niše plesni A. fumigatus so raziskovalci prišli do zanimivih 
ugotovitev, da za rast in razmnoževanje A. fumigatus črpa potrebne snovi iz določenih vrst 
kompostnikov. Na osnovi teh poročil smo se odločili, da bomo iskali odporne seve v teh 
okoljih. V vzorcih kompostnikov smo našli seve A. fumigatus, vendar noben izolat iz 
komposta ni bil odporen proti azolom. To je logično, saj so bili izolati osamljeni iz komposta 
biološke kmetije in ne iz hortikulturnih nasadov, saj tam pravih kompostov nismo zasledili.  
 
V raziskavi Schoustra in sod. (2019), ki so proučevali komposte, so postavili hipotezo, da A. 
fumigatus za svojo rast potrebuje predvsem hranila iz odpadne rastlinske biomase. V koruzni 
silaži in v kmetijskem kompostu niso našli vrste A. fumigatus, kar je mogoče razložiti kot 
posledico anaerobne fermentacije. Tu razmere za rast vrste A. fumigatus niso ugodne. Prav 
tako niso našli A. fumigatus v kompostnikih, ki so bili polni odpadkov iz sadja. To nišo so 
preverjali z razlogom, ker se sadje med rastjo tretira s spojinami azolov. Za razliko od tega 
pa so veliko izolatov, odpornih proti azolom, našli v odpadnih čebulicah tulipanov 
(Schoustra in sod., 2019).  
 
Iz organskih odpadkov, ki izvirajo iz okolice (vključno s travo, listjem, grmičevjem in 
drevjem), izdelujejo kompost, ki ga profesionalno pridelujejo v velikih kompostnih obratih 
na več lokacijah na Nizozemskem. Ti organski odpadki so vsebovali ostanke azolnih 
fungicidov in plesen A. fumigatus. Število proti azolom odpornih A. fumigatus je bilo od 60 
do 8,4 × 104 CFU/g. Število proti azolom odpornih A. fumigatus v odpadnem lesu je bilo 
pod 6 × 103 CFU/g. Ugotovili so tudi, da A. fumigatus ne preživi anaerobnega kompostiranja, 
morda zaradi višjih (> 70 °C) doseženih temperatur (Schoustra in sod., 2019). Iz omenjene 
raziskave sledi, da so lahko eden od virov odpornih sevov A.fumigatus proti azolom 
kompostniki, bogati z organskimi odpadki rastlin, ki so bile tretirani z azoli in imajo hkrati 
takšne fizikalne lastnosti, ki ugodno vplivajo na rast in razmnoževanje plesni. Vsi izolati so 
vsebovali mutacije v cyp51A genu (Schoustra in sod., 2019). 
 
Identificirali so tri žarišča, kjer so našli A. fumigatus, odporen proti azolom. Ta žarišča so 
bila: čebulice tulipanov, rastlinski odpadni material in les iz okolice (Schoustra in sod., 
2019). Ti podatki se ujemajo tudi z našimi podatki. Ker kompostnikov z odpadnimi 
čebulicami tulipanov in drugim odpadnim rastlinskim materialom nismo našli, saj namreč ta 
material sproti uničijo s sežigom, smo se odločili, da bomo vzorčili tudi zemljo v neposredni 
bližini čebulic tulipanov. Pri treh takšnih vzorcih smo s presejalno metodo ugotovili rast na 
agarskih ploščicah, ki so vsebovale azole. Z molekularnimi metodami smo odpornost proti 
azolom dokazali pri enem od teh izolatov. Opredeljen je bil kot izolat z najpogostejšo 
opisano okoljsko obliko mutacije na promotorski regiji gena cyp51A in značilno točkovno 
mutacijo tega gena za tarčni encim lanosterol-14α-demetilazo, TR34/L98H. Minimalna 
inhibitorna koncentracija je bila visoka za itrakonazol, kar je prav tako značilno za to 
mutacijo. Dodatnih raziskav z opredelitvijo genotipa in primerjave z izolati iz čebulic 
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tulipanov iz Nizozemske nismo delali, zato ne moremo z zagotovostjo trditi, da gre dejansko 
za prenos odpornih sevov z Nizozemske preko čebulic tulipanov, ki se pred transportom 
obdelajo v raztopini z azoli. Tega suma prav tako niso mogli potrditi v raziskavi Dunneja in 
sodelavcev. Več odpornih izolatov A. fumigatus iz površine čebulic tulipanov so primerjali 
z odpornimi izolati iz Nizozemske s STRAf metodo in niso dokazali enakih genotipov. V 
razpravi so navedli, da identičnega genotipa z njihovo raziskavo niso mogli dokazati, ker 
med A. fumigatus obstaja tako velika genotipska raznolikost (Dunne in sod., 2017). Do 
podobnih ugotovitev so prišli tudi kolumbijski raziskovalci, ki so analizirali izolate A. 
fumigatus iz velikih cvetličnih poljskih nasadov in cvetnih gred zunaj Bogote. Ugotovili so 
namreč izjemno veliko raznolikost genotipov A. fumigatus, vse tri okoljske oblike mutacij, 
TR34/L98H, TR53 ter TR46/Y121F/T289A in njihovo nesorodnost z nizozemskimi sevi 
(Alvarez-Moreno in sod., 2017). Iz zgoraj omenjenih raziskav in naših ugotovitev sledi, da 
so čebulice tulipanov in drugih rastlin (na primer narcis), ki jih pred transportom potopijo v 
raztopino azolov pomemben vir odpornih sevov A. fumigatus, ki so lahko že prisotni na 
samih čebulicah, ali pa zaradi prisotnosti azolov ti spodbudijo njen nastanek v neposredni 
bližini čebulic. Dunne in sodelavci so tako v svojem zaključku svetovali, da tovrstnih čebulic 
zato ni priporočljivo saditi v neposredno bližino bolnišnic, kjer bi zaradi širjenja v okolico 
lahko prišlo do prenosa na oddelke z imunsko oslabljenimi bolniki in ogrozilo njihovo 
zdravje in življenje (Dunne in sod., 2017).  
 
Z našo raziskavo smo ugotovili, da imamo ustrezne metode, s katerimi zaznamo odpornost 
proti azolom in jih molekularno opredelimo. Glede na nizko prevalenco je zdravilo izbora 
vorikonazol za zdravljenje invazivnih oblik okužb, povzročenih s plesnijo A. fumigatus, 
ustrezna izbira. Glede na globalno situacijo odpornosti A. fumigatus proti azolom, intenzivno 
izmenjavo blaga in ljudi med državami pa je potrebno slediti priporočilom in izolatom pri 
bolnikih, ki potrebujejo antimikotično zdravljenje, testirati občutljivost za antimikotike. 
Epidemiološki podatki občutljivosti so pri nas ugodni, glede na bližino držav, ki imajo centre 
z veliko višjo prevalenco odpornosti, pa je potrebno skrbno spremljati tudi te podatke, saj so 
ti ključni za odločitve o vrsti empiričnega zdravljenja invazivnih oblik aspergiloze.  
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6 SKLEPI 
 
Na geografskem področju Slovenije se v naravi nahajajo sevi A. fumigatus, ki so odporni 
proti azolom. 
 
Prevalenca odpornih sevov A. fumigatus proti azolom v okolju je izredno nizka. 
 
Na področjih z ekološkim kmetovanjem odpornih sevov A. fumigatus proti azolom nismo 
osamili.  
 
Pri enem od 103 testiranih okoljskih izolatov A. fumigatus smo ugotovili odpornost proti 
azolom. 
 
Sev izvira iz hortikulturnega nasada iz področja z intenzivnim kmetovanjem in sicer iz 
vzorca zemlje, ki je bila v neposrednem stiku s čebulico tulipana. 
 
Le pri enem sevu smo z metodo PCR v realnem času dokazali najpogostejšo okoljsko 
mutacijo gena cyp51A, TR34/L98H. Pri ostalih dveh pozitivnih izolatih metoda PCR ni 
dokazala mutacije gena. 
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7 POVZETEK 
 
Aspergillus fumigatus povzroča invazivno aspergilozo in alergijske bolezni. Invazivna 
aspergiloza prizadane predvsem imunokompromitirane osebe. Spremlja jo visoka smrtnost. 
Do okužbe pride z vdihavanjem konidijev iz okolja. Zdravljenje temelji na antimikotikih iz 
skupine azolov, ki se uporabljajo tudi v fitomedicini. V zadnjem desetletju je narastlo število 
sevov A. fumigatus, odpornih proti azolom. Porast odpornih sevov povezujejo s široko 
uporabo azolov v kmetijstvu in hortikulturi.  
 
V raziskavi smo uporabili okoljske vzorce zemlje, kompostov in čebulic tulipanov iz dveh 
hortikulturnih nasadov in ekološke kmetije. Seve A. fumigatus smo osamili na osnovnih 
mikoloških gojiščih. Občutljivost proti azolom smo opredelili s presejalnim testom 
VIPcheckTM. Odporne seve smo molekularno opredelili.  
 
Testirali smo 153 različnih vzorcev, od tega smo A. fumigatus izolirali iz 103 vzorcev. Z 
metodo VIPcheckTM smo našli 3 odporne izolate (dva proti itrakonazolu in en proti 
vorikonazolu). Vsi trije izolati so prihajali iz Mozirskega gaja. Na vseh treh odpornih izolatih 
smo opravili teste občutljivosti z gradient difuzijsko metodo (Etest). Iz podatkov minimalnih 
inhibitorinih koncentracij smo ugotovili, da je samo en od treh izolatov sodil med odporne, 
in sicer smo ugotovili visoke vrednosti zlasti za itrakonazol in tudi za posakonazol. Vse tri 
izolate smo opredelili tudi z molekularnimi metodami. Izolat, ki je z gradient difuzijsko 
metodo izkazoval odpornost proti azolom nosi mutacijo na cyp51A genu, TR34/L98H. Ta je 
najpogosteje opisana okoljska mutacija pri A. fumigatus, ki vodi v odpornost proti azolom 
in je razširjena po vsem svetu.  
 
Z našo raziskavo smo potrdili, da tudi na področju Slovenije obstajajo sevi odporni proti 
azolom in da pa je prevalenca teh sevov izredno nizka. Glede na nizko prevalenco je zdravilo 
izbora vorikonazol za zdravljenje invazivnih oblik okužb, povzročenih s plesnijo A. 
fumigatus, ustrezna izbira. Kliničnim izolatom, ki izvirajo iz kužnin bolnikov, ki potrebujejo 
usmerjeno zdravljenje je potrebno testirati občutljivost za antimikotike. Ne glede na dobro 
epidemiološko situacijo, pa je treba biti pozoren in jo tudi vnaprej skrbno spremljati in ob 
morebitnem naraščanju o tem obvestiti pristojne službe in zdravstveno osebje. Odporni sev 
je izviral iz zemlje, ki se je neposredno dotikala čebulice tulipana iz hortikulturnega nasada. 
Glede na že opisane primere izolatov iz te niše, smo še enkrat potrdili, da so hortikulturni 
nasadi s čebulicami, ki se obdelujejo pred nasaditvijo z azoli, možen vir odpornih sevov 
plesni A. fumigatus. Iz tega razloga je potrebno razmisliti o morebitnem izogibanju nasadov 
teh vrst v okolici bolnišnic, kjer se zdravijo imunsko oslabljeni bolniki.  
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PRILOGE 
 
PRILOGA A: Vzorci zbrani iz hortikulturnih nasadov Arboretum Volčji potok (skupina B), Mozirski gaj 
(skupina C) in ekološke kmetije Čemas (skupina A). Rast na VIPcheckTM ploščici (+ pomeni rast, / ni rasti) in 
Etesti (+ pomeni dokazano odpornost, / ni dokazane odpornosti z Etestom). 
Skupina Oznaka 
vzorca 
A. fumigatus Rast na 
vorikonazolu 
Rast na 
itrakonazolu 
Rast na 
posakonazolu 
Etesti 
A 1 - / / / / 
A 2 + - - - / 
A 3 + - - - / 
A 4 - / / / / 
A 5 + - - - / 
A 6 + - - - / 
A 7 - / / / / 
A 8 + - - - / 
A 9 + - - - / 
A 10 - / / / / 
A 11 + - - - / 
A 12 + - - - / 
B 13 + - - - / 
B 14 + - - - / 
B 15 + - - - / 
B 16 + - - - / 
B 17 + - - - / 
B 18 + - - - / 
B 19 + - - - / 
B 20 + - - - / 
B 21 + - - - / 
B 22 - / / / / 
B 23 - / / / / 
B 24 + - - - - 
B 25 + - - - - 
B 26 + - - - - 
B 27 - / / / / 
B 28 + - - - - 
B 29 + - - - - 
B 30 + - - - - 
B 31 - / / / / 
B 32 - / / / / 
 
 Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje priloge A: Vzorci zbrani iz hortikulturnih nasadov Arboretum Volčji potok (skupina B), Mozirski 
gaj (skupina C) in ekološke kmetije Čemas (skupina A). Rast na VIPcheckTM ploščici (+ pomeni rast, / ni rasti) 
in Etesti (+ pomeni dokazano odpornost, / ni dokazane odpornosti z Etestom). 
Skupina Oznaka 
vzorca 
A. fumigatus Rast na 
vorikonazolu 
Rast na 
itrakonazolu 
Rast na 
posakonazolu 
Etesti 
B 33 - / / / / 
B 34 + - - - - 
B 35 - / / / / 
B 36 + - - - - 
B 37 + - - - - 
B 38 + - - - - 
B 39 + - - - - 
B 40 + - - - - 
C 41 + - - - - 
C 42 - / / / / 
C 43 + - - - - 
C 44 + - - - - 
C 45 + - - - - 
C 46 + - - - - 
C 47 - / / / / 
C 48 + - - - - 
C 49 + - - - - 
C 50 + - - - - 
C 51 + - - - - 
C 52 - / / / / 
C 53 - / / / / 
C 54 + - - - - 
C 55 + - - - - 
C 56 - / / / / 
C 57 + - - - - 
C 58 + - - - - 
C 59 + - - - - 
C 60 + - - - - 
C 61 + - - - - 
C 62 - / / / / 
C 63 - / / / / 
C 64 + - - - - 
C 65 + - - - - 
C 66 - / / / / 
C 67 - / / / / 
 
Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje priloge A: Vzorci zbrani iz hortikulturnih nasadov Arboretum Volčji potok (skupina B), Mozirski 
gaj (skupina C) in ekološke kmetije Čemas (skupina A). Rast na VIPcheckTM ploščici (+ pomeni rast, / ni rasti) 
in Etesti (+ pomeni dokazano odpornost, / ni dokazane odpornosti z Etestom). 
Skupina Oznaka 
vzorca 
A. fumigatus Rast na 
vorikonazolu 
Rast na 
itrakonazolu 
Rast na 
posakonazolu 
Etesti 
C 68 + - - - - 
C 69 + - - - - 
C 70 + - - - - 
C 71 + - - - - 
C 72 - / / / / 
C 73 - / / / / 
C 74 + - - - - 
C 75 + - - - - 
C 76 - / / / / 
C 77 - / / / / 
C 78 + - - - - 
C 79 + - - - - 
C 80 + - - - - 
C 81 - / / / / 
C 82 - / / / / 
C 83 + - - - - 
C 84 + - - - - 
C 85 + - - - - 
C 86 - / / / / 
C 87 + - - - - 
C 88 + - - - - 
C 89 + - - - - 
C 90 + - - - - 
C 91 - / / / / 
C 92 - / / / / 
C 93 + - - - - 
C 94 + - - - - 
C 95 + - - - - 
C 96 - / / / / 
C 97 + - - - - 
C 98 + - - - - 
C 99 + - - - - 
C 100 + - - - - 
C 101 - / / / / 
 
Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje priloge A: Vzorci zbrani iz hortikulturnih nasadov Arboretum Volčji potok (skupina B), Mozirski 
gaj (skupina C) in ekološke kmetije Čemas (skupina A). Rast na VIPcheckTM ploščici (+ pomeni rast, / ni rasti) 
in Etesti (+ pomeni dokazano odpornost, / ni dokazane odpornosti z Etestom). 
Skupina Oznaka 
vzorca 
A. fumigatus Rast na 
vorikonazolu 
Rast na 
itrakonazolu 
Rast na 
posakonazolu 
Etesti 
C 102 - / / / / 
C 103 - / / / / 
C 104 - / / / / 
C 105 - / / / / 
C 106 - / / / / 
C 107 + - - - - 
C 108 + - - - - 
C 109 + - - - - 
C 110 + - - - - 
C 111 - / / / / 
C 112 - / / / / 
C 113 - / / / / 
C 114 - / / / / 
C 115 - / / / / 
C 116 - / / / / 
C 117 - / / / / 
C 118 - / / / / 
C 119 - / / / / 
C 120 + - - - - 
C 121 + - - - - 
C 122 + - - - - 
C 123 + - - - - 
C 124 + - - - - 
C 125 + - - - - 
C 126 + - - - - 
C 127 + - - - - 
C 128 + - - - - 
C 129 - / / / / 
C 130 + - - - - 
C 131 + - + - + 
C 132 + - - - - 
C 133 + - - - - 
C 134 - / / / / 
C 135 + - - - - 
C 136 + - - - - 
C 137 + - - - - 
Se nadaljuje… 
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Nadaljevanje priloge A: Vzorci zbrani iz hortikulturnih nasadov Arboretum Volčji potok (skupina B), Mozirski 
gaj (skupina C) in ekološke kmetije Čemas (skupina A). Rast na VIPcheckTM ploščici (+ pomeni rast, / ni rasti) 
in Etesti (+ pomeni dokazano odpornost, / ni dokazane odpornosti z Etestom). 
Skupina Oznaka 
vzorca 
A. fumigatus Rast na 
vorikonazolu 
Rast na 
itrakonazolu 
Rast na 
posakonazolu 
Etesti 
C 138 + - - - - 
C 139 - / / / / 
C 140 + + - - - 
C 141 + - + - - 
C 142 + - - - - 
C 143 + - - - - 
C 144 + - - - - 
C 145 + - - - - 
C 146 + - - - - 
C 147 - / / / / 
C 148 + - - - - 
C 149 + - - - - 
C 150 - / / / / 
C 151 + - - - - 
C 152 + - - - - 
C 153 + - - - - 
 
